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청

청  1 

아시알 당단 질 체  체   체  루어진 에  택  체  포 는

가 역( 역 C)에 공  결 , ApoB 산  는 LNA 리고   1 역( 역 A -  들 , LNA

갭  리고 )  포 는 안티  리고뉴클 티드 체 , 상   체  택  아시

알 당단 질 체  체가 생체 단  연결 에  LNA 리고 에 결 는 안티  리고뉴클

티드 체.

청  2 

 1 에 어 ,

체 (C)가 ,  들 ,  는 ,  들 , 체 5 는 체 6  포

는 안티  리고뉴클 티드 체.

청  3 

 1 에 어 ,

체 (C)가 GalNAc(N-아 틸갈락 아민) ,  들 , 3가 GalNac  포 는 안티  리

고뉴클 티드 체.

청  4 

 1  내지  3   어느  에 어 ,

생체 단  연결 가 티드 는 폴리 티드,  들 , 라 신 연결 , 는 생리  안  뉴클

티드 연결  포 는 안티  리고뉴클 티드 체.

청  5 

 1  내지  4   어느  에 어 ,

LNA 리고 가 나 상  포 트 결  뉴클 시드,  들 , DNA 는 RNA 뉴클 시드  역

( 역 B),  들 , 포 포다 에  뉴클 티드 연결 에  체 에 공  결 는 안티  

리고뉴클 티드 체.

청  6 

 1  내지  5   어느  에 어 ,

LNA 리고 가 1 내지 6개  포 트 결  DNA 뉴클 시드  역 B( 역 B)에  체 에 공

 결 는 안티  리고  체.

청  7 

 6 에 어 ,

역 B(포 포다 에  뉴클 티드 결 )가 1, 2 는 3개  연 (contiguous) DNA 포 포다 에  뉴클

티드,  들 , 2개  연  DNA 포 포다 에  뉴클 티드,  들 , 5' CA 3' 다 뉴클 티드

 포 는 안티  리고  체.

청  8 

 5  내지  7   어느  에 어 ,
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LAN 리고   역 B가 연  뉴클 티드 열  고, 역 A가 ApoB  상 는 역에 상보

고, 역 B가 ApoB  상 는 역에  상보 거나 상보  아닐  는 안티  리고  

체.

청  9 

 1  내지  8   어느  에 어 ,

체 가, 체  LNA 리고  는 나 상  포 트 결  DNA 는 RNA 뉴클 티드

역( 역 B)에 공  결 시키는 연결 (Y)  가  포 는 안티  리고뉴클 티드 체.

청  10 

 9 에 어 ,

연결  역 Y가 지 산,  들 , C6 연결  포 는 안티  리고  체.

청  11 

 1  내지  10   어느  에 어 ,

체 가 체 1, 체 2, 체 3, 체 4, 체 1a, 체 2a, 체 3a  체 4a  

루어진 에  택  3가 GalNac  포 는 안티  리고뉴클 티드 체.

청  12 

 1  내지  11   어느  에 어 ,

LNA 리고 가  열  1   열  2  루어진 에  택  연  뉴클 티드 열  포

는 안티  리고뉴클 티드 체:

열  1 (3833) GCattggtatTCA

열  2 (4955) GTtgacactgTC

상 에 , 

는 LNA 뉴클 시드,  들 , 타-D- 시 LNA  나타내고, 는 DNA 뉴클 시드  나타내고,

LNA 시 신  택  5- 틸 시 신 고, 든 뉴클 시드간 결  포 포 티 에 트 다.

청  13 

 12 에 어 ,

열  7, 20, 28  30  루어진 에  택 는 안티  리고뉴클 티드 체.

청  14 

 1  내지  13   어느  에  안티  리고뉴클 티드 체,  약  허 는 

, 담체, 염 는 보  포 는 약  .

청  15 

 1  내지  14   어느  에 어 ,

 상동맥 후 , 는 고  는  질병,  들 , 아 경 , 고지질 , 고

, HDL/LDL  균 , 상지질 ,  들 , 가  고지질 (FCHL), 후천  고지질

, 타틴-  고 , 상동맥 질 (CAD)  상동맥 심  질 (CHD)  루어진 에

택  질병  료   약  사  , 안티  리고뉴클 티드 체 는 약  .

청  16 

 상동맥 후 , 는 고  는  질병,  들 , 아 경 , 고지질 , 고
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, HDL/LDL  균 , 상지질 ,  들 , 가  고지질 (FCHL), 후천  고지질

, 타틴-  고 , 상동맥 질 (CAD)  상동맥 심  질 (CHD)  루어진 에

택  질병  료   약   ,  1  내지  14   어느  에  안티  리

고뉴클 티드 체 는 약   도.

청  17 

고  는  질병  앓고 거나 는 에 걸리  운 에게  1  내지  14   어

느  에  안티  리고뉴클 티드 체 는 약   과량  여 는 것  포 는, 

 상동맥 후 , 는 고  는  질병,  들 , 아 경 , 고지질 , 고

, HDL/LDL  균 , 상지질 ,  들 , 가  고지질 (FCHL), 후천  고지질

, 타틴-  고 , 상동맥 질 (CAD)  상동맥 심  질 (CHD)  루어진 에  

택  질병  료 는 .

청  18 

ApoB  는 포에  ApoB  억   상  포에  1  내지  14   어느  에  

리고  는 체 는 약   여 는 것  포 는, ApoB  는 포에  ApoB  억

 생체내 는 시험 내 .

 

   야

본  ApoB  는 LNA 안티  리고뉴클 티드( 리고 )  체에  것 다.[0001]

 경  

본 원  본원에 참고  는 EP 12192773.5 , EP 13153296.2 , EP 13157237.2   EP 13174092.0[0002]

 우  주 다.

본원에 참고  는 WO 2007/031081 , WO 2008/113830 , WO 2010/142805   WO 2010/076248 [0003]

경  참 시 .  SPC3833  SPC4955( 열  1  2  가짐)는 에 간 ApoB mRNA  는

능 는   2개  LNA 들 다.

WO 2007/146511 는  래  보다 게  능 고 독   짧  사 클릭 (LNA) 갭[0004]

(gapmer) 안티  리고뉴클 티드에  보고 고 다.  시  들  가 14nt  것  보

다.

헌 [van Poelgeest et al., American Journal of Kidney Disease, 2013 Oct;62(4):796-800]에 , 간[0005]

상 시험에  LNA 안티  리고뉴클 티드 SPC5001  여는  신  상  야   다.

EP 1 984 381 B1 , 헌 [Seth et al., Nucleic Acids Symposium Series 2008 No. 52 553-554 and Swayze[0006]

et al., Nucleic Acid Research 2007, vol 35, pp687-700]에 , LNA 리고뉴클 티드는 동 에  심각

 간독  야 다.  WO 2007/146511 에 , LNA 리고뉴클 티드  독  가 12 내지 14개

뉴클 티드 도  짧  LNA 갭  사    다.  EP 1 984 381 B1 는 LNA 리고뉴클

티드  간독  재  감 시키   6'  사 클릭 뉴클 티드  사  것  다.  

헌 [Hagedorn et al., Nucleic Acid Therapeutics 2013]에 , 안티  리고뉴클 티드  간독  

재  그  열  변     다.

리고뉴클 티드 체는 siRNA에 사   게 평가 었 , 여  들   생체내[0007]

능  득    것  고 다.   들 , WO 2004/044141 는 RNA 간  경  통  

  는 변  리고   언 고 다.  리고   결  리고  

약동   약  질  변 시키거나 상시킬  는 나 상  체  포 다.

WO 2012/083046 는 siRNA에  갈락 -약동    에  보고 고 다.[0008]
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,  단  가닥 안티  리고뉴클 티드는   는 없  료  여 다.[0009]

안티  리고뉴클 티드에  주    간  신 지만, 림 , , 골  포 여 

 다  직들도  안티  태에  근가능 다.

WO 2005/086775 는 료   , 단  연결   지  도  여 료  특   [0010]

시  달 는 것  언 고 다.  단  연결 는,  들 , 다 드 , 티드 는  

 단  리고뉴클 티드 도   다.

WO 2011/126937 는  리간드  에  리고뉴클 티드   포내 달  언 고[0011]

다.

WO 2009/025669 는 리  다 드  는 체(폴리에틸  리 ) 연결  언 고 다[0012]

(  헌 [Zhao et al., Bioconjugate Chem. 2005, 16, 758-766] 참 ).

헌 [Chaltin et al., Bioconjugate Chem. 2005, 16, 827-836]  양  리포  내에 안티  리고뉴클[0013]

티드  시  드리  달 시    사 ,  변  -, -  사량체 

리고뉴클 티드에  보고 고 다.   라 신 연결  통  리고뉴클 티드에 다.

다  - 단   체들도 siRNA  안타고미 (antagomir)  간에    사 었[0014]

다(  들 , 헌 [Soutscheck et al., Nature 2004, vol. 432, 173-178; and Krutzfeldt et al., Nature

2005, vol 438, 685-689] 참 ).   포 포 티  siRNA  안타고미  경우, 간  질  

 사  생체내 에  것  다.

그러므 ,   능   감  독  험  갖는,  ApoB   LNA  안티  에   가[0015]

재 다.

 내

본  아시알 당단 질(asialoglycoprotein) 체  체   체  루어진 에[0016]

택  체  포 는 가 역( 역 C)에 공  결 , ApoB 산  는 리고   1 

역( 역 A -  들 , LNA 리고 , 갭  리고  는 LNA 갭  리고 )  포 는 안티  리고뉴

클 티드 체(본  ) , 상   체  택  아시알 당단 질 체 

체가 생체 단  연결 에  LNA 리고 에 결 는 안티  뉴클 티드 체  공 다.

본  ApoB 산  는 LNA 안티  리고 (A)  상  리고 (A)에 공  결  나 상[0017]

-뉴클 티드 는 -폴리뉴클 티드 (C)  포 는 체(본  )  공 ,  상

 -폴리뉴클 티드 는 아시알 당단 질 체  체   체  루어진 에

택 고, 상   체  택  아시알 당단 질 체  체는 생체 단  연결 (

역 B)에  LNA 안티  리고 에 공  결 다.

 태양에 , 본   3개 역  포 는, ApoB 산  는 리고  (본 [0018]

 )  공 다:

i) ApoB 산 에 상보  7 내지 26개 연 (contiguous) 뉴클 티드  포 는  1 역( 역 A);[0019]

ii)  들 , 포 포다 에  결 과 같  뉴클 시드간 결 에   1 역  5' 는 3' 뉴클[0020]

티드에 공  결 , 1 내지 10개 뉴클 티드  포 는  2 역( 역 B)(여 , a.  1 역과  2 

역 사  뉴클 시드간 결  포 포다 에  결 고,  1 역에 [  들 , ]   2 

역  뉴클 시드는 DNA 는 RNA 고/ 거나; b.  2 역  1개 상  뉴클 시드는 포 포다 에

결  DNA 는 RNA 뉴클 시드 다);

iii)  2 역에 공  결 , 체 ,  , ,  는 차단  포 는  3[0021]

역(C).

 태양에 ,  역  A   역  B는  8  내지  35개  뉴클 티드   단  연  뉴클 티드  열[0022]

다.
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 양태에 ,  1 역과  2 역 사  뉴클 시드간 결   2 역   간주   다.[0023]

 태양에 ,  2 역과  3 역 사 에   결 가 재 다.   결 는,  들 , 포[0024]

트(포 포다 에 ), 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트 는 보라 포 트   다.  

 태양에 , 상    결 는  2 역과,  3 역에 결 는 연결  역 사 에 다.  

태양에 , 포 트 는 포 포다 에 다.

그러므 ,  양태에 , 리고   2개 상  포 포다 에   포 , 여  어도 나[0025]

는 본  상  에 는  같고, 다  나는  2 역과  3 역 사 , 택  연결  

  2 역 사 에 다.

 태양에 ,  3 역  ,  들 , 에 사   다.   여, 본 [0026]

 역 A  B   포 는 리고 ,  들 ,  3 역에  후  결 에 ,  들

어, 에  간체  공 다.   태양에 , 는 알  아민,  들 , 아민  포

다.

 태양에 , 역 A는 나 상,  들 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,[0027]

18, 19, 20, 21, 22, 23 는 24개 , 포 포다 에   다  뉴클 시드간 결 ,  들 , 포 포

티 에 트, 포 포 다 티 에 트  보라 포 트,  틸포 포 트  루어진 에  ( 택

 독립 ) 택  뉴클 시드간 결 ,  들 , 포 포 티 에 트  포 다.   태양에 ,

역 A는 나 상  포 포 티 에 트 결  포 다.   태양에 , 뉴클 시드간 결  50% 상,

 들 , 75% 상,  들 , 90% 상,  들 , 역 A 내  든 뉴클 시드간 결  포 포다 에

  다  결 ,  들 , 포 포 티 에 트 결 다.   태양에 , 역 A 내  든 뉴클

시드간 결  포 포다 에   다  결 다.

 태양에 , 리고   안티  리고뉴클 티드,  들 , 안티  리고뉴클 티드 [0028]

체  포 다.  안티  리고뉴클 티드는  1 역  택   2 역   거나 는 들

 포   다.   여,  태양에 , 역 B는 ( 산) 에 상보  연  염  열  

   다.  다  태양에 , 역 B는 에  상보  결여   다.

안 ,  태양에 , 본  포 포다 에  결  통  리고뉴클 티드   뉴클 시드[0029]

에 결  나 상  말단(5' / 는 3') DNA 는 RNA 뉴클 시드  갖는, -포 포다 에  결 ,

 들 , 포 포 티 에 트 결  리고뉴클 티드(  들 , 안티  리고뉴클 티드)  공

, 여  상  말단 DNA 는 RNA 뉴클 시드는 , 택  연결   통 , 체 , 

  는 차단 에 공  결 다.

본 ,  들 ,  상동맥 후 , 는 고  는  질병,  들 , 아 경[0030]

, 고지질 , 고 , HDL/LDL  균 , 상지질 ,  들 , 가  고지질

(FCHL),  후천  고지질 ,  타틴-  고 ,  상동맥 질 (CAD)   상동맥 심  질

(CHD)  루어진 에  택  질병  료   약  사   본   는 약  

 공 다.

본   상동맥 후 , 는 고  는  질병,  들 , 아 경 , 고지질[0031]

, 고 , HDL/LDL  균 , 상지질 ,  들 , 가  고지질 (FCHL), 후

천  고지질 , 타틴-  고 , 상동맥 질 (CAD)  상동맥 심  질 (CHD)  루

어진 에  택  질병  료   약   , 본   는 약   도  

공 다.

본 , 본 에   는 약   과량  고  는  질병  앓고 거나[0032]

상  질 에 걸리  운 에게 여 는 것  포 는,  상동맥 후 , 는 고  

는  질병,  들 , 아 경 , 고지질 , 고 , HDL/LDL  균 , 상지

질 ,  들 , 가  고지질 (FCHL), 후천  고지질 , 타틴-  고 , 상동맥

질 (CAD)  상동맥 심  질 (CHD)  루어진 에  택  질병  료 는  공 다.

본 , ApoB  는 포에  ApoB  억   상  포에 본   여 는 것  포[0033]

는, ApoB  는 포에  ApoB  억   생체내 는 시험 내  공 다.
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본  료에 사  ,  들 , 약  사   본   공 다.[0034]

본  , ApoB 산  상 는 역에 상보  12 내지 24개 포 포 티 에 트 결  뉴클[0035]

시드  연  역  포 고, LNA 리고   1 내지 6개 DNA 뉴클 시드  가  포 는 LNA

리고 ,  DNA  사  / 는  DNA  뉴클 시드(들)에   뉴클 시드간  결  생리

안 ,  들 , 포 포다 에  결  LNA 리고  공 다.  상  LNA 리고 는 본원에 

 같  체  태   거나, 는  들 , 후   단계에 사  간체   다.  

, 체는,  들 , ,  들 ,  는 거나  포   거나, 는

( -뉴클 티드) 탄 ,  들 , GalNac 체,  들 , GalNac ,  들어, 트라 GalNac, 는

본원에   같   다  체 거나 들  포   다.

본 , ApoB 산  상 는 역에 상보  12 내지 24개 포 포 티 에 트 결  뉴클 시드[0036]

 연  역  포 는 안티  리고 ,  가 역( 역 C  지 )     는 아시알

당단 질 체   체 ,  들 , GalNAc  포 는 LNA 안티  리고 (본원

에  역 A  지   )  공 다.  LNA 안티  리고 는 12 내지 24개   , 갭  리고

 태   다.

도  간단  

도 1  ( , 보   -  3 역 )에 결  본  리고  -  다.  뉴[0037]

클 시드간 결  L ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라 포

트 는 틸포 포 트,  들 , 포 포다 에   다.  PO는 포 포다 에  결 다.

 a)는 단  DNA 는 RNA  갖는 역 B  가지 ,  2 역과  1 역 사  결  PO 다.  

 b)는 포 포다 에  결 에  결  2개  DNA/RNA(  들 , DNA)  갖는다.   c)는 포 포

다 에  결 에  결  3개  DNA/RNA(  들 , DNA)  갖는다.   태양에 , 역 B는 가  포

포다 에  DNA/RNA(  들 , DNA 뉴클 시드)에   연   다.  는 각  

쪽 에 시 어 고, 택   뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에

트, 포 포 다 티 에 트, 보라 포 트 는 틸포 포 트, 는  태양에  트리아  결 에

 역 B  말단 뉴클 시드에 결   다.   d), e)  f)는 역 B   사 에 연결

(Y)  가  포 고, 역 Y는,  들 ,  뉴클 시드 결 ,  들어, 포 포다 에 , 포 포

티 에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라 포 트 는 틸포 포 트, 는  태양에  트리아

 결 에  역 B에 결   다.

도  2는  도  1에  나타낸   동등  나,   신에  가  사 다.   는,  

태양에 ,  (  들 , 탈보 )  결과   다.  는, -  , 아민 는 알

  다.

도 3  본   -  다.  도 1과 동  .  X는  태양에  체,  들 , 

과 같   체, 는 본원에   같   다  체   다.  가  는

안 , X는  는 차단   다.   양태에 , X는 (도 1 참 ) 는 (도 2

참 )   다.  X는  뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트, 포 포

다 티 에 트, 보라 포 트 는 틸포 포 트에  역 B에 공  결   거나, 는 체

결 ,  들 , 트리아  결 (  d), e)  f)에  L 참 )에  결   다.

도 4는   3 역(X)과  2 역( 역 B) 사 에 택  연결  포 는, 본   -

 다.  도 1과 동  .   연결 는 본원에 개시 어 ,  들 , 알킬 연결 , 

들어, C6 연결  포 다.   A, B  C에 , X  역 B 사  연결 는  뉴클 시드 결 , 

 들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라 포 트 는 틸포 포

트에  역 B에 결 거나, 는 체 결 ,  들 , 트리아  결 (Li)에  결   다.

상  들에 , Lii는  1 역(A)과  2 역(B) 사  뉴클 시드간 결  나타낸다.

도 5a  b.  도 5b는 본     -   나타낸 것 다.  US는 고체 지지체  

는 리고뉴클 티드  지지체  나타낸다.  X는  3 역,  들 , 체, , 차단  등

다.  택  -단계 , X가 리고뉴클 티드  지지체에 가 다.  그 지 않 , X가 미 결
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 지지체가 득   다(i).   1 단계 , 역 B가 (ii) 후, 역 A가 고(iii), 어  본

 리고   리고뉴클 티드  지지체  단 다(iv).  안  에 , -단계

는 역 X  연결 (Y)가 결 어 는 리고뉴클 티드  지지체  공  포 다(도 5a 참 ).

 태양에 , X 는 Y( 재 는 경우)는  뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티

에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라 포 트 는 틸포 포 트, 는 체 결 ,  들 , 트

리아  결 에  역 B에 결 다.

도 6   3 역(X)과  2 역(B) 사 에 연결 (Y)  포 는 본     -  

다.  US는 고체 지지체   는 리고뉴클 티드  지지체  나타낸다.  X는  3 역,  들 ,

체, , 차단  등 다.  택  -단계에 , Y가 리고뉴클 티드  지지체에 가 다.

그 지 않 , Y가 미 결  지지체가 득   다(i).   1 단계 , 역 B가 (ii) 후, 역 A

가 고(iii), 어  본  리고   리고뉴클 티드  지지체  단 다(iv).

 태양에 (도시   같 ), 역 X는 단 단계후에 연결  Y에 가   다(v).   태양에 , Y

는  뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라

포 트 는 틸포 포 트, 는 체 결 ,  들 , 트리아  결 에  역 B에 결 다.

도 7   사 는 본     -  다.  택  -단계에 , 

가 리고뉴클 티드  지지체에 결 거나(i), 는 그 지 않   갖는 리고뉴클

티드  지지체가 득 다.  단계 ii)에 , 역 B가 (ii) 후, 역 A가 다(iii).  어 , 

리고 가 리고뉴클 티드  지지체  단 다(iv).  어 , 간체 리고 (  포 )가 

  고(vi 는 vii),  3 역(X) , 택  연결  (Y)에 (ix), 가 다(vi).   태양

에 , X( 는 재 는 경우 Y)는  뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트,

포 포 다 티 에 트, 보라 포 트 는 틸포 포 트, 는 체 결 ,  들 , 트리아  결

에  역 B에 결 다.

도 8   리고뉴클 티드  지지체가 사 는(i) 본     -  

다.  상  에 , 리고뉴클 티드는 단계들    (ii) 내지 (iii)에   후,  3 역

결 고( 택  연결  Y  통 ), 어  본  리고   단   다(v).  는, 단

계 (vi) 내지 (ix)에 나타난  같 ,  3 역( 택  연결  (Y)  갖는)  리고뉴클 티드 

 지지체에 결 거나( 것  택  -단계   다), 는 그 지 않   3 역( 택  Y

갖는)  갖는  리고뉴클 티드  지지체가 공 고,  어  리고뉴클 티드가 다(vii  내지

viii).  어 , 본  리고   단   다(ix).   태양에 , X( 는 재 는 경우 Y)

는  뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라

포 트 는 틸포 포 트, 는 체 결 ,  들 , 트리아  결 에  역 B에 결 다.

US는,  태양에 , (  들 , -단계) 에, 리고뉴클 티드  독립    지지체(나타

낸  같 )에  X, Y( 는 X  Y)  공  결  허 는 ( )  가 는 단계  포

   - 것   들 , 트리아  는 뉴클 시드  사 여 달   다.  어 , 리

고 가 결  양 ( ) 가 지지체  단   다.

도 9는 본     -  다:   단계에 ,  1 역(A)  (ii) 후, 역

B가 다.   태양에 ,   3 역 , 택  포 트 뉴클 시드 결 ( 는,  들

, 트리아  결 )에  역 B에 결 다(iii).  어 , 본  리고   단   다

(iv).  연결  (Y)가 사 는 경우,  태양에 , 단계 (v) 내지 (viii)  어질  고, 역 B  

후에, 연결  (Y)가 가  후, (Y)에 결 거나, 는 후  단계  역 X가 가 다(vi).  어 , 본 

 리고   단   다(vii).   태양에 , X( 는 재 는 경우 Y)는  뉴클 시드 결

,  들 , 포 포다 에 , 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트, 보라 포 트 는 

틸포 포 트, 는 체 결 ,  들 , 트리아  결 에  역 B에 결 다.

도 10  본     -  다.   에 는 가 사 다: 단계 (i) 내지

(iii)  도 9에 다.  그러나, 리고뉴클 티드 (단계 iii) 후에, ( 는 )가, 택

 포 트 뉴클 시드 결 에  역 B에 가 다.  어 , 리고뉴클 티드가 지지체

단 다(v).  어 , 가 어  생   , 어   3 역(X),  들 ,

체, 차단  는 가 (   는   다)에 가 어 리고  생

다(vi).  (vii) 내지 (viii)에  보 듯 , 단 후에, 연결  (Y)가 가 고(vii), 어  (Y)에 결
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거나, 는 후  단계 , 역 X가 가 어 리고  생 다(viii).  안 , 단계 (ii) 내지 (viii)

  리고뉴클 티드  지지체 상에    , 그러  경우 리고  지지체  단

는  단계가    지 야 다.   태양에 ,  는 는  뉴클 시드

결 ,   들 ,  포 포다 에 ,  포 포 티 에 트,  포 포 다 티 에 트,  보라 포 트 는

틸포 포 트, 는 체 결 ,  들 , 트리아  결 에  역 B에 결 다.

도 11  생체내에  - 체에  ApoB mRNA  억 (silencing)  나타낸 것 다.  마우 에 단

량  1 mg/kg  LNA-안티  리고뉴클 티드(#3833) 는 상  연결 들(  3)에  

에   동몰량  LNA  안티  리고뉴클 티드  주사 고,  여후   1,  3,  7   10  에

생시 다.   RNA  간  신  단리 고 ApoB  특  RT-qPCR(A)에 다.  간 샘

ApoB mRNA  량  GAPDH  시키고 등가  식염  (B)  평균   나타내었다.  신  샘

 ApoB mRNA  량 는 GAPDH  시키고 등가  식염   평균   나타내었다.

도 12는 본  에 X-Y-  사   는  C6 체  나타낸 것 ,  실시 에 사

 특   본  특   포  보여 다.

도 13  사   는 트라 -GalNac 체  들 다.  체 1 내지 4는 4개  당  GalNac 체 

 나타내고, 체 1a 내지 4a는 체  리고 ( 역 A 는 생체 단  연결 ,  들 , 역 B)에

결 시키   사 는 가  연결   (Y)  갖는 동  체  나타낸다.  결  리고 에 

 공  결  나타낸다.

도 14는    체  들 다.  결  리고 에  공  결  나타낸다.

도 15a 내지 c는 상  체들에  ApoB mRNA  생체내 억  나타낸 것 다(실시  4 참 ).  생체 단

 연결  사 지 않거나, 다 티 -연결 (SS)  사 거나, 는 DNA/PO-연결 (PO)  사 여 상

체들  갖는 ASO 1 mg/kg  마우  처리 다.  RNA  간(a)  신  샘 (b)  단리 고 ApoB

mRNA 다운(knock down)에  다.  는 식염 (=1)  여 나타낸 것 다.

도 16  실시  8 - ApoB mRNA  나타낸 것 다.

도 17a  b는 실시  8 - 청내   나타낸 것 다.

도 18a 내지 f는 실시  8 - 간  신 내 리고뉴클 티드 량  나타낸 것 다.

 실시   체  내

 태양에 , 본 , 포 포다 에  결  DNA 는 RNA 뉴클 시드(들)  포 (  들 , 1 내지[0038]

10개) 는 짧  역에 , 체 , , ,  는 차단 에 공  결 는, ApoB 산

 는 리고  ,  들 , LNA 안티  리고뉴클 티드에  것 다.

리고[0039]

본 에 어  어 " 리고 "는 2개 상  뉴클 티드  공  결 에   ( , 리고뉴클[0040]

티드)  말 다.  본원에 , 단  뉴클 티드(단 )는  단량체 는 단  지   다.  

태양에 , 어 "뉴클 시드", "뉴클 티드", "단 "  "단량체"는 상  사 다.  뉴클 티

드 는 단량체  열  언  , 언 는 것  염 ,  들 , A, T, G, C 는 U  열  지  것

다.

본  리고 는 LNA 리고   는 , 나 상  LNA 뉴클 시드 단 , 는 갭 ,  들 ,[0041]

LNA 갭  포 다.

본  리고 는 에 어 10 내지 22개,  들 , 12 내지 22개  뉴클 티드  포   다.[0042]

본   리고 는,  상 는   ApoB  산  (  들 ,  NM_000384  는  진 크  등  :

NG_011793, NM_000384.2  GI:105990531  NG_011793.1, GI:226442987  본원에 참고  다)에 상보 ,

 들 ,  상보  10 내지 20개 뉴클 티드  연  열  포   다.  10 내지 20개 뉴클

티드  연  열 ,  들 , 포 포 티 에 트 결 에  결   다.

 들 , 본  리고 는 열  1 는 열  2에 나타낸 염  열  포   다.[0043]

본  (  들 , 리고  는 체)  ApoB  , 라  상  AopB  는 포[0044]
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에  ApoB,  들 , 간 ApoB  억   다.

 태양에 , 연  열  뉴클 시드간 결  포 포 티 에 트 결   , 도  시키[0045]

는 뉴클 티드 사체  포   다.

 태양에 , 뉴클 티드 사체는 당 변  뉴클 티드,  들 , 다  루어진 에  독립[0046]

 는  택  당 변  뉴클 티드 다:  산(Locked Nucleic Acid)(LNA 는 BNA) 단

; 2'-O-알킬-RNA 단 , 2'-OMe-RNA 단 , 2'-아미 -DNA 단 ,  2'- 루 -DNA 단 .

 태양에 , 뉴클 티드 사체는  산(LNA, BNA 도 알 짐) 단  포 거나 상  단 다.[0047]

 태양에 , 본  리고 는 갭 ,  들 , LNA 갭  리고뉴클 티드 거나,  포 다.[0048]

 태양에 , 본  리고 는 상 는  ApoB 산 에 상보  13, 14, 15 는 16개 뉴클[0049]

티드  연  열  포 고, 택 , 생체 단  뉴클 티드 역,  들 , 포 트 뉴클

티드 연결  거나 포   는, 가  1 내지 10개,  들 , 1 내지 6개  뉴클 티드  포

  다.  게, 생체 단  뉴클 티드 역  생리  안  뉴클 티드  짧  연 열

(  들 , 1, 2, 3, 4, 5 는 6개)  루어진다.  것  DNA/RNA 뉴클 시드  포 포다 에  결

 여 달   거나, 는 생리  안  지   는 경우, 다  뉴클 티드  사  

다.

그러므 , 본  리고 는 상 는  ApoB 산 (  1 역 는 역 A)에 상보 , 10 내지[0050]

20nt  연  뉴클 티드 열  루어질  다.  본  리고 는 가  뉴클 티드 역

포   다.   태양에 , 가  뉴클 티드 역 , -뉴클 티드 ,  들 , 체 

(  3 역 는 역 C)에 역 A  공  결 시킬  는 생체 단  뉴클 티드 역,  들 , 포

트 뉴클 티드 열(  2 역, 역 B)  포 다.   태양에 , 본  리고  연  뉴클

티드 열( 역 A)  역 C에 직  공  결 다.   태양에 , 역 C는 생체 단 다.

리고 는 가 10  내지 22개,   들 ,  13,  14,  15,  16,  17,  18,  19,  20,  21개 뉴클 티드, [0051]

들 , 가 13 내지 16개, 는 13 는 14 는 15 는 16개 뉴클 티드  연  뉴클 티드 열  

거나 루어질  다.  그러므 , 상  리고 는 역 A  역 B,  들 , 역 A(10 내지 16nt)

 역 B(1 내지 6nt)    말   다.

다양  태양에 , 본   RNA(단 )  포 지 않는다.   태양에 , 본 에  ,[0052]

 1 역, 는  1   2 역 께(  들 , 단  연  열 )는  거나 는  

다.  그러므 , 리고 는 단  가닥   다.   태양에 , 리고 는 동  리고 ( ,

체(duplex))내 등가 역들에 상보 ,  들 , 어도 3, 4 는 5개 연  뉴클 티드  짧  역

 포 지 않는다.   태양에 , 리고 는 ( )  가닥  아닐  다.   태양에 , 

리고 는   가닥  아니다,  들 , siRNA가 아니다.

[0053]

게, 본  리고 는 APO-B ,  들 , ApoB-100 는 ApoB-48(APOB)    [0054]

 다.   여, 본  리고 는,  포 동 ,  들 , 간 포,  들어, 간

포  같  포 동 에  APOB  억 에  미   다.   태양에 , 본  리고 는  

산에 결 , 상  에  어도 10% 는 20%   억 , 보다 람직 게는 상  에

 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 는 95% 억  달 다.   태양에 , 상   0.04 내지

25 nM,  들 , 0.8 내지 20 nM 도  본   사 는 경우에 나타난다.  같거나 다  태양에

,  억 는 100%  미만,  들 , 98%  미만  억 , 95% 미만  억 , 90%  미만  억 , 80%  미만

억 ,  들 , 70% 미만  억 다.    ,  들 , SDS-PAGE  같  에 어  

단 질에  생  당  체  사  웨  과 같  에  단 질   

  다.  는,   , mRNA  ,  들 ,   는 량  RT-PCR에 

   다.  mRNA 에   ,  여량,  들 , 0.04 내지 25 nM, 

 들 , 0.8 내지 20 nM 도  사  경우   ,  태양에 ,  본  

 재 에  상  10 내지 20%  다.

그러므 , 본 , APO-B 단 질 / 는 mRNA  는 포에  APO-B 단 질 / 는 mRNA   [0055]
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 거나 억   상  포에 본   여 는 것  포 는, 상  포에  APO-B

단 질 / 는 mRNA    거나 는 억 는  공 다.  게, 포는 간 포

 같  포 동  포 다.  여는,  태양에 , 시험 내에  어날  다.  여는,  태양에 ,

생체내에  어날  다.

본원에  사   같 , 어 "  산"  포 동  APO-B 폴리 티드,  들 , 간 APO-B100  암[0056]

는 DNA 는 RNA,  들 , 간 APO-B100 mRNA  말 다.  APO-B100 암  산 는 그  천연 변

체,  그  도  RNA 산, 람직 게는 mRNA,  들 ,  mRNA가 람직 지만, 리-mRNA.  

 태양에 ,  들 , 연  는 진단에 사 는 경우, "  산"  상  DNA 는 RNA 산 

 도  cDNA 는  리고뉴클 티드   다.  본 에  리고 는 람직 게는  산

에 리드   다.  간 APO-B mRNA는 cDNA 열 , 라  cDNA 열에  우라실  티미  

 지만  mRNA  열에 상  지  것 다.

어 "그  천연 변 체"는  ,  들 , 포 동 ,  들어, 마우 , 원   람직 게는[0057]

간 내에  천연  재 는 산 열  APO-B1 폴리 티드  변 체  말 다.  , 폴리뉴클

티드  "천연 변 체"  말  , 상  어는  염색체  는 복에  APO-B 암  게  DNA,

 RNA,  들 , 그  도  mRNA   립  변 체  포   다.  "천연 변 체"는 

 APO-B100 mRNA  택 라 싱  도  변 체  포   다.   들어, 특  폴리 티드

열  언  , 상  어는 , 라 ,  들 , 공 역 는 역후 변 ,  들 , 신  티드

단, 단 질  단, 리 실  등에  처리   는 단 질  천연 태  포 다.

리고 ( 역  A)는,   들 ,  간  APO-B  mRNA에  재 는  뉴클 티드  열  역  보체(reverse[0058]

complement)에 상 는 연  뉴클 티드 열  포 거나  루어질  다.

리고 ( 역 A)는 포 동  APO-B  암 는 산(  들 , 간 APO-B100 mRNA)  등가 역에  상[0059]

보 ( 벽 게 상보 )  연  뉴클 티드 열  포 거나  루어질  다.  라 , 리고 (

역 A)는 안티  뉴클 티드 열  포 거나  루어질  다.

그러나,   태양에 ,  리고 는   열에  리드   1  는  2개  미 매  허  [0060]

, 여  에  결 여 는 과, ,    나타낼  다.  미 매 는,

 들 , 리고  뉴클 티드 열  가   / 는 뉴클 티드 열내에 재 는 뉴클 티드

사체,  들 , LNA  가  에  상쇄   다.

 태양에 , 리고  뉴클 티드 열 ,  열에 -상보  가  5' 는 3' 뉴클 티드,[0061]

 들 , 독립  1, 2, 3, 4, 5 는 6개  가  5' / 는 3' 뉴클 티드(상  -상보  리고뉴

클 티드는 역 B    다)  포   는 것  지 다.   여, 본  리고

는,  태양에 , 가  뉴클 티드가 5' / 는 3'에 어 는 연  뉴클 티드 열  포

  다.   태양에 , 가  5' 는 3' 뉴클 티드는 천연 뉴클 티드,  들 , DNA 는

RNA 다.   태양에 , 가  5' 는 3' 뉴클 티드는 본원에  갭  리고  여 언  

같  역 D  나타낼  다.   태양에 , 가  뉴클 티드들 사 ,  택  가  뉴클

티드  리고  사  뉴클 시드간 결  포 포다 에  결 다.

 태양에 , 본 에  리고 는 열  1에  뉴클 티드 열, 는 그  어도 10 는[0062]

12개 염  - 열  루어지거나  포 다.

 태양에 , 본 에  리고 는 열  2에  뉴클 티드 열, 는 그  어도 10 는[0063]

12개 염  - 열  루어지거나  포 다.

 는 리고  체  특   공 다:[0064]

[  1] [0065]
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리고 / 체 [0066]

[0067]

생체 단  연결 (B)가 체 (C)  리고 (A) 사 에 재   거나 재 지 않    주지[0068]

야 다.  체 1 내지 4  1a 내지 4a  경우, GalNac 체 체는 GalNac  내 티드 연결  사

여 생체 단가능 , 라  가  생체 단  연결 (B)가 사   거나 사 지 않   다.  그

러나,  는 본원에 개시  포 트 뉴클 티드 연결  같  생체 단  연결 (B)   상

 GalNac  리고  체   시킬   나타낸다.  체 5  체 6과 께 사 는

경우, 생체 단  연결  사    크게 시키므 , 본원에 개시  포 트 뉴클 티드

연결  같  생체 단  연결 (B)   다.  체 (  역 B 는 역 Y 는 B  Y)는,

 들 , 열 에  5' 는 3',  들 , 역 A에  5'에   다.

어 "상 는"  "상 다"는 리고  뉴클 티드 열( , 염  는 염  열) 는 연  뉴클[0069]

티드 열(  1 역/ 역 A)과 산  역 보체 는 그  - 역 사   말 다.

뉴클 티드 사체는 그  등가  는 상 는 뉴클 티드  직  다.  람직  태양에 , 리고[0070]

( 는 그   1 역)는  역 는 - 역에 상보 ,  들 ,  상보 다.

본원에 사   같  어 "역 보체", "역 상보 "  "역 상보 "  어 "보체", "상보 "  "상보 "과[0071]

상 가능 다.

어 "상 는 뉴클 티드 사체"  "상 는 뉴클 티드"는 뉴클 티드 사체 내  뉴클 티드[0072]

천연 뉴클 티드가 동  나타내   것 다.   들 , 뉴클 티드  2- 시리보  단 가 아

닌에 결  경우, "상 는 뉴클 티드 사체"는 아 닌에 결   단 (2- 시리보  상 )

 다.

어 " 염 "는 뉴클 티드  염   말 , 천연  -천연 변 체  다  포 다.  라 , "[0073]

염 "는 알 진 퓨린  리미  헤 사 클 뿐 아니라 헤 사 클릭 사체  그  변 체(tautomer)

도 포 다.  역 B  DNA 는 RNA 뉴클 시드는 천연 / 는 -천연 염 (들)  가질   지

 것 다.

염  는 아 닌, 아닌, 시 신, 티미 , 우라실, 틴, 포 틴, 5- 틸시 신, 시 신, 도[0074]

시 신, 5- 우라실, 5- 우라실, 6-아미 퓨린, 2-아미 퓨린, 신, 다 아미 퓨린  2-클

-6-아미 퓨린  포 나,  지는 않는다.   태양에 , 염 는 아 닌, 아닌, 시 신, 티

미 , 우라실, 5- 틸시 신  루어진 에  독립  택   다.   태양에 , 염 는 아

닌, 아닌, 시 신, 티미   5- 틸시 신  루어진 에  독립  택   다.

 태양에 , 리고 에 재 는 염   어도 나는 5- 틸시 신, 시 신, 도 시 신, 5-[0075]

우라실, 5- 우라실, 6-아미 퓨린, 2-아미 퓨린, 신, 다 아미 퓨린  2-클 -6-아미 퓨

린  루어진 에  택  변  염 다.

[0076]

리고 는 에 어  10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 는 22개  연  뉴클 티드[0077]

 연  뉴클 티드 열  포 거나  루어질  다.  는,  들 , 역 A 는 역 A 

B  포   다.

 태양에 , 리고 는  10 내지 22개,  들 , 12 내지 18개,  들 , 13 내지 17개 는 12 내지[0078]

16개,  들 , 13, 14, 15, 16개  연  뉴클 티드  연  뉴클 티드 열  포 거나  

루어진다.

 태양에 , 본 에  리고 는 22개  뉴클 티드,  들 , 20개  뉴클 티드,[0079]

 들 , 18개  뉴클 티드,  들 , 15, 16 는 17개 뉴클 티드  루어진다.   태양에
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, 본  리고 는 20개 미만  뉴클 티드  포 다.

뉴클 티드 사체[0080]

본원에  사   같  어 "뉴클 티드"는 당 , 염    공  결  ,  들 , 포[0081]

트 는 포 포 티 에 트 뉴클 티드간 결  포 는 리 시드  말 , 천연 뉴클 티드, 

 들 , DNA 는 RNA,  본원에  "뉴클 티드 사체" 도 지 는, 변  당 / 는 염   포

는 -천연 뉴클 티드   다 포 다.  본원에 , 단  뉴클 티드 (단 )는  단량체 는 산

단 도 지   다.

생  야에 , 어 "뉴클 시드"는 통상  당   염   포 는 리 시드  지[0082]

 사 므 , 리고  뉴클 티드들 사  뉴클 티드간 결 에  공  결 는 뉴클 티드

단  언   사   다.

당  야에 통상   가진 가 지 듯 , 리고뉴클 티드  5' 뉴클 티드는 5' 뉴클 티드간[0083]

결  포 지 않지만, 5' 말단 는 포 거나 포 지 않   다.

-천연 뉴클 티드는 변  당  갖는 뉴클 티드,  들 , 사 클릭 뉴클 티드 는 2'[0084]

변  뉴클 티드,  들어, 2'  뉴클 티드  포 다.

"뉴클 티드 사체"는 당 / 는 염  에  변 에 , 천연 뉴클 티드,  들 , DNA 는[0085]

RNA 뉴클 티드  변 체 다.  사체는 원  리고뉴클 티드  맥락에  천연 뉴클 티드에 단

지 " (silent)" 거나 는 " 등"    뿐 다, , 리고뉴클 티드가    억

도  는 식에 능   미 지 않는다.  상  "등가 " 사체는 그럼에도 고,  들 ,

들  에  거나 거나, 는  는  건에  안 거나, 는 태그 는 

지  나타내는 경우에   다.  그러나, 람직 게, 사체는,  들 , 에  가  결

도 / 는 포내 뉴클 아 에  가  내  / 는 포내  운  가   공

, 리고 가  억 도  는 식에 능   미  것 다.  뉴클 시드 사체  특

들 ,  들 ,  헌 [Freier  &  Altmann;  Nucl.  Acid  Res.,  1997,  25,  4429-4443  and  Uhlmann;  Curr.

Opinion in Drug Development, 2000, 3(2), 293-213]  도식 1에 어 다:
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도식 1[0086]

[0087]

라 , 리고 는 천연 뉴클 티드 - 람직 게는 2'- 시뉴클 티드(본원에   "DNA"  지[0088]

)  단  열  포 거나   루어질   나,   리보뉴클 티드(본원에  

"RNA"  지 ) 는 상  천연 뉴클 티드  나 상  -천연 뉴클 티드,  뉴클 티드 사체

도 가능 다.  상  뉴클 티드 사체는 게  열에  리고  도  시킬 

다.

고 람직  뉴클 티드 사체  는 WO 2007/031091 에 공 어 거나 는 그 에 참 어 [0089]

다.  본  리고 에 사   는 다  뉴클 티드 사체는 트라 사 클릭 산  포 다(

들 , 본원에 참고   WO 2013/154798  참 시 ).

리고 에 도- 진 뉴클 티드 사체,  들 , LNA 는 2-  당   특  결 는[0090]

리고  크 가 감 게   ,  -특  는 상  결  어나  에 리고  크

에  상  감 시킬  다.

 태양에 , 리고 는 2개 상  뉴클 티드 사체  포 다.   태양에 , 리고 는 3 내지 8[0091]

개  뉴클 티드 사체,  들 , 6 는 7개  뉴클 티드 사체  포 다.  단연 가  람직  태

양에 , 상  뉴클 티드 사체들  어도 나는  산(LNA) ;  들 , 뉴클 티드 사체들

 3개 상, 는 4개 상, 는 5개 상, 는 6개 상, 는 7개 상, 는 8개는 LNA   다.  

태양에 , 든 뉴클 티드 사체는 LNA   다.

뉴클 티드 만  루어지는 람직  뉴클 티드 열 티  는 뉴클 티드 열  언  , 상[0092]

 열에  는 본  리고 는 상  열에 재 는 나 상  뉴클 티드 신에 상

는 뉴클 티드 사체,  들 , 리고 /  체  체 안 /Tm(  도)  상승시키는 LNA

단  는  다  뉴클 티드  사체( ,  도  진  뉴클 티드  사체)  포    지

것 다.

Tm : 리고뉴클 티드: 리고뉴클 티드  RNA (PO) 체  RNase- (500 ml)에 3 mM[0093]

고 2x Tm- (200 mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 20 mM Na포 트, pH 7.0)(500 ml)  다.  액
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3  동안 95  ℃  가열  후 실 에  30  동안 어닐링시킨다.  PE  랩(Templab) 트웨어( 킨 엘

(Perkin Elmer))  사 여 티에(Peltier) 도 그래  PTP6  착  람다(Lambda) 40 UV/VIS 

도계 상에  체   도(Tm)  다.  도  20 ℃에  95 ℃  상승시킨 후 25 ℃  냉각시

260 nm에   다.    어닐링  다  차 도    값  사 여 체 Tm

평가 다.

LNA[0094]

어 "LNA"는 C2* - C4* 2가 라 (biradical)(가 )  포 는 사 클릭 뉴클 시드 사체  말 ,[0095]

"  산(Locked Nucleic Acid)"  알  다.  상  어는 LNA 단량체  말   거나, 는 "LNA

리고뉴클 티드"  여 사  , LNA는 나 상  상  사 클릭 뉴클 티드 사체  

는 리고뉴클 티드  말 다.   양태에 , 사 클릭 뉴클 시드 사체는 LNA 뉴클 티드

고, 라  상  어들  상  사   고, 상  태양에 ,  다 리보  당 고리  C2'  C4'

사 에 연결  (  들 , 가 )  재  특징  다.

 태양에 ,  1 역(A)에 재 는 나 상  뉴클 시드 사체는 사 클릭 뉴클 시드 사[0096]

체,  들 , 2개 상, 3개 상, 4개 상, 5개 상, 6개 상, 7개 상, 8개 상( 역 B  DNA / 는

RNA 뉴클 시드는 고)  당 변  뉴클 시드 사체,  들 , 사 클릭 뉴클 시드 사

체,  들어, LNA,  들 , 타-D-X-LNA 는 알 -L-X-LNA(여 , X는 시, 아미  는 티 다),

는 (R/S) cET, cMOE 는 5'-Me-LNA  포 나  지는 않는 본원에 개시  다  LNA 다. 

 태양에 , 본  리고뉴클 티드 에 사 는 LNA는 람직 게는  식 II  [0097]

갖는다:

[ 식 II][0098]

[0099]

상  식에 , [0100]

Y는 -O-, -CH2O-, -S-, -NH-, N(R
e
) / 는 -CH2-  루어진 에  택 고; Z  Z*는 독립  뉴클[0101]

티드간 결 , R
H
, 말단  는 보  에  택 고; B는 천연 는 -천연 뉴클 티드 염  (

염 )  고, R
H
는   C1-4-알킬  택 고; R

a
, R

b
, R

c
, R

d
  R

e
는, 택  독립 , 

,  택   C1-12-알킬,  택   C2-12-알 닐,  택   C2-12-알키닐,

드 시, C1-12-알 시, C2-12-알 시알킬, C2-12-알 닐 시, 복시, C1-12-알 시 보닐, C1-12-알킬 보닐, 포

, 아릴, 아릴 시- 보닐, 아릴 시, 아릴 보닐, 헤 아릴, 헤 아릴 시- 보닐, 헤 아릴 시, 헤

아릴 보닐, 아미 , -  다 (C1-6-알킬)아미 , , -  다 (C1-6-알킬)-아미 - 보닐, 아

미 -C1-6-알킬-아미 보닐,  -   다 (C1-6-알킬)아미 -C1-6-알킬-아미 보닐,  C1-6-알킬- 보닐아미 ,

미도,  C1-6-알 시,  포 ,  C1-6-알킬 포닐 시,  니트 ,  아지도,  닐,  C1-6-알킬티 ,  겐,

DNA ,  , 열  , 킬 트 , 리포   리간드  루어진 에

택 고, 여  아릴  헤 아릴  택    고, 2개  동 탄 상(geminal) 체 R
a
 

R
b
는 께 택   틸 (=CH2)  나타낼  고; R

H
는   C1-4-알킬  택 다.   태

양에 , R
a
, R

b
, R

c
, R

d
  R

e
는, 택  독립 ,   C1-6 알킬,  들 , 틸  루어진 에

택 다.  든 키랄 심에 ,  는 R 는 S  나타날  다,  들 , 2개  

 체  질체는, 다 과 같  시   는 타-D  알 -L 폼(isoform)  포 다:
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[0102]

특   LNA 단  에 나타낸다:[0103]

 [0104]

어 "티 -LNA"는 상  식에  Y가 S 는 -CH2-S-  택 는  뉴클 티드  포 다.  티[0105]

-LNA는 타-D  알 -L- 태  다  재   다.

어 "아미 -LNA"는 상  식에  Y가 -N(H)-, N(R)-, CH2-N(H)-,  -CH2-N(R)-(여 , R    C1-4-[0106]

알킬  택 다)  택 는  뉴클 티드  포 다.  아미 -LNA는 타-D  알 -L- 태 

다  재   다.

어 " 시-LNA"는 상  식에  Y가 -O-  나타내는  뉴클 티드  포 다.  시-LNA는 타-D[0107]

 알 -L- 태  다  재   다.

어 "ENA"는 상  식에  Y가 -CH2-O-(여 , -CH2-O-  산  원 는 염  B에  2'- 에 결[0108]

다)   뉴클 티드  포 다.

 시  태양에 , LNA는 타-D- 시-LNA, 알 -L- 시-LNA, 타-D-아미 -LNA  타-D-티 -LNA, 특[0109]

타-D- 시-LNA  택 다.

본원에  사   같 , " 사 클릭 뉴클 시드"는 사 클릭 당  포 는 변  뉴클[0110]

시드  말 다.  사 클릭 뉴클 시드  는, 지 않고, 4'  2' 리보실 고리 원  사 에 가

 포 는 뉴클 시드가 포 다.   태양에 , 본원에 공   가 가 4'에  2' 사 클

릭 뉴클 시드  포 는 나 상  사 클릭 뉴클 시드  포 다.  상  4'에  2' 사 클

릭 뉴클 시드  는 다  식들  나가 포 나,  지는 않는다: 4'-(CH2)-O-2' (LNA);

4'-(CH2)-S-2'; 4'-(CH2)2-O-2' (ENA); 4'-CH(CH3)-O-2'  4'-CH(CH2OCH3)-O-2
*
,  그  사체(2008  7월 15

 허여  미  특허  7,399,845  참 ); 4'-C(CH3)(CH3)-O-2'  그  사체(2009  1월 8 에 공개

 PCT  원 WO 2009/006478  참 ); 4'-CH2-N(OCH3)-2'  그  사체(2008  12월 11 에 공개  PCT

 원  WO  2008/150729   참 );  4'-CH2-O-N(CH3)-2'(2004  9월  2 에  공개  미  특허 원  US

2004/0171570  참 ); 4'-CH2-N(R)-O-2'(여 , R  H, C1-C10 알킬, 는 보 다)(2008  9월 23
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허여  미  특허   7,427,672   참 );  4'-CH2-C(H)(CH3)-2'( 헌  [Chattopadhyaya,  et  al,  J.  Org.

Chem.,2009, 74, 118-134] 참 );  4'-CH2-C(=CH2)-2'  그  사체(2008  12월 8 에 공개  PCT  

원 WO  2008/154401  참 ).   ,  들 , 다  참 시 : 헌 [Singh et  al., Chem. Commun.,

1998,  4,  455-456;  Koshkin  et  al.,  Tetrahedron,  1998,  54,  3607-3630;  Wahlestedt  et  al.,  Proc.  Natl.

Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97, 5633-5638; Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222;

Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039; Srivastava et al., J. Am. Chem. Soc, 129(26) 8362-

8379 (Jul. 4, 2007); Elayadi et al., Curr. Opinion Invens. Drugs, 2001, 2, 558-561; Braasch et al.,

Chem.  Biol,  2001,  8,  1-7;  Oram  et  al,  Curr.  Opinion  Mol.  Ther.,  2001,  3,  239-243];  미  특허 

6,670,461, 7,053,207, 6,268,490, 6,770,748, 6,794,499, 7,034,133, 6,525,191, 7,399,845 ; 공개  PCT

 원 WO  2004/106356,  WO  94/14226,  WO  2005/021570,   WO  2007/134181  ;  미  특허 공개공보 US

2004/0171570,  US  2007/0287831   US  2008/0039618  ;   미  특허 원    12/129,154,

60/989,574, 61/026,995, 61/026,998, 61/056,564, 61/086,231, 61/097,787  61/099,844 ;  PCT 

원  PCT/US2008/064591, PCT/US2008/066154,  PCT/US2008/068922 .  상  사 클릭 뉴클 시

드 각각 ,  들 , a-L-리보 라   타-D-리보 라  포 는 나 상  체  당 태

갖도    다(1999  3월 25 에 WO 99/14226  공개  PCT  원 PCT DK98/00393  참 ). 

 태양에 , BNA 뉴클 시드  사 클릭 당 는 라 실 당  4'  2'  사 에 [0111]

나  상  가  갖는   포 (  지는  않는다),  여  상  가 는  독립 ,

-[CiRaXRb]-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NRa)-, -C(=O)-, -C(=S)-, -O-, -Si(Ra)2-, -S(=O)x-  -N(Ra)-

 독립  택  1개 는 2 내지 4개  결   포 ; 여 , x는 0, 1 는 2 고; n  1,

2, 3 는 4 고; Ra  Rb는 각각 독립 , H, 보 , 드 실, C1-C12 알킬,  C1-C12 알킬, C2-C12

알 닐,  C2-C12 알 닐, C2-C12 알키닐,  C2-C12 알키닐, C5-C20 아릴,  C5-C20 아릴, 헤 사

클 라 ,  헤 사 클 라 , 헤 아릴,  헤 아릴, C5-C7 지  라 ,  C5-C7

지  라 , 겐, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, COOJ1, 아실 (C(=O)-H),  아실, CN, 포닐 (S(=O)2-J1), 

는 폭실 (S(=O)-J1) 고; J1  J2는 각각 독립 , H, C1-C6 알킬,  C1-C12 알킬, C2-C12 알 닐, 

 C2-C12 알 닐, C2-C12 알키닐,  C2-C12 알키닐, C5-C20 아릴,  C5-C20 아릴, 아실 (C(=O)-H), 

 아실, 헤 사 클 라 ,  헤 사 클 라 , C1-C12 아미 알킬,  C1-C12 아미 알킬,

는 보 다. 

 태양에 ,  사 클릭  당   가 는  -[C(Ra)(Rb)]n-,  -[C(Ra)(Rb)]n-O-,  -C(RaRb)-N(R)-O-  는[0112]

-C(RaRb)-O-N(R)- 다.    태양에 ,  가 는  4'-CH2-2',  4'-(CH2)2-2',  4'-(CH2)3-2',  4'-CH2-O-2',  4
*
-

(CH2)2-O-2', 4'-CH2-O-N(R)-2'  4'-CH2-N(R)-O-2'- 고, 여  R  각각 독립 , H, 보  는 C1-C12

알킬 다. 

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는 질체 태에   다.   들 , 4'-2' 틸 -[0113]

시 가  포 는 뉴클 시드는 알 -L 태 는 타-D 태  재   다.  에, 알 -L- 틸

시(4'-CH2-O-2')  BNA가  안티   나타낸 안티  리고뉴클 티드 내에 었다[Frieden  et

al, Nucleic Acids Research, 2003, 21, 6365-6372]. 

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는 다  포 나  지는 않는다: 에 도시   같[0114]

 (A)  알 -L- 틸 시(4'-CH2-O-2')  BNA,  (B)  타-D- 틸 시(4'-CH2-O-2')  BNA,  (C)  에틸 시(4'-

(CH2)2-O-2')  BNA,  (D)  아미 시(4'-CH2-O-N(R)-2') BNA,  (E) 시아미 (4'-CH2-N(R)-O-2')  BNA, (F) 틸

( 틸 시)(4'-CH(CH3)-O-2')  BNA,  (G)  틸 -티 (4'-CH2-S-2')  BNA,  (H)  틸 -아미 (4'-CH2-N(R)-2')

BNA, (I) 틸 보사 클릭(4'-CH2-CH(CH3)-2') BNA,  (J)  보사 클릭(4'-(CH2)3-2') BNA. 
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[0115]

상 에 , [0116]

Bx는 염  고, R  독립 , H, 보  는 C1-C2 알킬 다.[0117]

특  태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는  식 1  갖는다:[0118]

[ 식 1][0119]

[0120]

상  식에 ,[0121]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0122]

-Qa-Qb-Qc-는 -CH2-N(Rc)-CH2-, -C(=O)-N(Rc)-CH2-, -CH2-O-N(Rc)-, -CH2-N(Rc)-O-, 는 -N(Rc)-O-CH2 고; [0123]

Rc는 C1-C12 알킬 는 아미  보 고;[0124]

Ta  Tb는 각각 독립 , H, 드 실 보 , 체 ,   ,  , 는 지지 매체에 [0125]

공  결 다.

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는  식 2  갖는다:[0126]

[ 식 2][0127]

[0128]

상  식에 ,[0129]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0130]

Ta  Tb는 각각 독립 , H, 드 실 보 , 체 ,   ,  , 는 지지 매체에 [0131]
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공  결 고;

Za는 C1-C6 알킬, C2-C6 알 닐, C2-C6 알키닐,  C1-C6 알킬,  C2-C6 알 닐,  C2-C6 알키닐, 아[0132]

실,  아실,  아미드, 티  는  티 다. 

 태양에 ,  들  각각 독립 , 겐, , 드 실, OJc, NJd, SJC, N3, OC(=X)Jc, [0133]

NJeC(=X)NJcJd(여 , Jc, Jd,  Je는 각각 독립 , H, C1-C6 알킬, 는  C1-C6 알킬 고, X 는 O 

는 NJC 다)  독립  택    는 다 다.

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는  식 3  갖는다:[0134]

[ 식 3][0135]

[0136]

상  식에 ,[0137]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0138]

Ta  Tb는 각각 독립 , H, 드 실 보 , 체 ,   ,  , 는 지지 매체에 [0139]

공  결 고;

Rd는 C1-C6 알킬, C2-C6 알 닐, C2-C6 알키닐,  C1-C6 알킬,  C2-C6 알 닐,  C2-C6 알키닐, [0140]

는  아실 (C(=O)-) 다. 

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는  식 4  갖는다:[0141]

[ 식 4][0142]

[0143]

상  식에 ,[0144]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0145]

Ta  Tb는 각각 독립 , H, 드 실 보 , 체 ,   ,  , 는 지지 매체에 [0146]

공  결 고;

Rd는  C1-C6  알킬,   C1-C6  알킬,  C2-C6  알 닐,   C2-C6  알 닐,  C2-C6  알키닐,   C2-C6[0147]

알키닐 고;

qb,  qc   qd는  각각  독립 ,  H,  겐,  C1-C6  알킬,   C1-C6  알킬,  C2-C6  알 닐,   C2-C6[0148]

알 닐, C2-C6 알키닐 는  C2-C6 알키닐, C1-C6 알 시,  C1-C6 알 시, 아실,  아실, C1-C6

아미 알킬, 는  C1-C6 아미 알킬 다.

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는  식 5  갖는다:[0149]

공개특허 10-2015-0083920

- 20 -



[ 식 5][0150]

[0151]

상  식에 ,[0152]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0153]

Ta  Tb는 각각 독립 , H, 드 실 보 , 체 ,   ,  , 는 지지 매체에 [0154]

공  결 고;

qa, qb, qc  qf는 각각 독립 , , 겐, C1-C12 알킬,  C1-C12 알킬, C2-C12 알 닐,  C2-[0155]

C12  알 닐, C2-C12  알키닐 는  C2-C12  알키닐, C1-C12  알 시,  C1-C12  알 시, OJj,  SJj,  SOJj,

SO2Jj,  NJjJk,  N3,  CN,  C(=O)OJj,  C(=O)NJjJk,  C(=O)Jj,  O-C(=O)NJjJk,  N(H)C(=NH)NJjJk,  N(H)C(=O)NJjJk  는

N(H)C(=S)NJjJk 거나, 는 qe  qf는 께 =C(qg)(qh) 고, qg  qh는 각각 독립 , H, 겐, C1-C12 알

킬 는  C1-C12 알킬 다.

틸 시(4'-CH2-O-2') BNA 단량체 아 닌, 시 신, 아닌, 5- 틸-시 신, 티민  우라실    [0156]

가, 그  리고   산 식 질과 께 었다(  들 , 헌 [Koshkin et al., Tetrahedron,

1998, 54, 3607-3630] 참 ).  BNA  그  도  WO 98/39352   WO 99/14226 에 어 다.

틸 시(4'-CH2-O-2') BNA, 틸 시(4'-CH2-O-2') BNA,  2'-티 - BNA  사체도  었다([0157]

 들 , 헌 [Kumar et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222] 참 ).  산 폴리 라 에 

 질  리고 시리보뉴클 티드 체  포 는  뉴클 시드 사체  도  

었다(  들 , 웽겔 등(Wengel et al.)  WO 99/14226  참 ).  , 신규  태  고-  리

고뉴클 티드 사체  2'-아미 -BNA   당  야에 었다(  들 , 헌 [Singh et al., J.

Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039] 참 ).  , 2'-아미 -  2'- 틸아미 -BNA  , 상보

RNA  DNA 가닥과  그 체  열 안  미 보고 었다.

 태양에 , 사 클릭 뉴클 시드는  식 6  갖는다:[0158]

[ 식 6][0159]

[0160]

상  식에 ,[0161]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0162]

Ta  Tb는 각각 독립 , H, 드 실 보 , 체 ,   ,  , 는 지지 매체에 [0163]

공  결 고;

qi, qj, qk  ql  각각 독립 , H, 겐, C1-C12 알킬,  C1-C12 알킬, C2-C12 알 닐,  C2-C12[0164]

알 닐, C2-C12 알키닐 는  C2-C12 알키닐, C1-C12 알 시,  C2-C12 알 시, OJj, SJj, SOJj, SO2Jj,

NJjJk,  N3,  CN,  C(=O)OJj,  C(=O)NJjJk,  C(=O)Jj,  O-C(=O)NJjJk,  N(H)C(=NH)NJjJk,  N(H)C(=O)NJjJk,  는

(H)C(=S)NJjJk 고, qi  qj 는 ql  qk는 께 =C(qg)(qh) 고, 여  qg  qh는 각각 독립 , H, 
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겐, C1-C12 알킬 는  C1-C6 알킬 다. 

4'-(CH2)3-2' 가   알 닐 사체, 가  4'-CH=CH-CH2-2'  갖는 나  보사 클릭 사 클릭 뉴클[0165]

시드가 었다(  들 , 헌 [Freier et al, Nucleic Acids Research, 1997, 25(22), 4429-4443 and

Albaek et al, J. Org. Chem., 2006, 71, 7731-7777 '40] 참 ).  그  리고   생  연  께 

보사 클릭 사 클릭 뉴클 시드    도  었다(  들 , 헌 [Srivastava et al,

J. Am. Chem. Soc. 2007, 129(26), 8362-8379] 참 ). 

본원에  사   같 , "4'-2' 사 클릭 뉴클 시드" 는 "4'에  2' 사 클릭 뉴클 시드"[0166]

는 2' 탄 원  4' 탄 원  연결시키는 가  포 는 라  고리  포 는 사 클릭 뉴클

시드  말 다.

본원에  사   같 , " 사 클릭 뉴클 시드"는 사 클릭 당 가 아닌 변  당  포[0167]

는 뉴클 시드  말 다.   태양에 , 뉴클 시드  당 , 는 당  사체는  

에  변 거나   다.  

본원에  사   같 , "2-변  당"  2' 에  변  라 실 당  미 다.   태양에 , 상[0168]

 변  다  택  체  포 다:    알 시,    티 알킬,  

 아미 알킬,    알킬,    알릴,     알키닐  포 나  

지는 않는 라 드.   태양에 , 2' 변  다  포 나  지는 않는 체들  

택 다: O[(CH2)nO]mCH3, O(CH2)nNH2, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONH2, OCH2C(=O)N(H)CH3  O(CH2)nON[(CH2)nCH3]2(여 ,

n  m  1 내지 약 10 다).  다  2'- 체 는  다 에  택   다: C1-C12 알킬;  알킬;

알 닐; 알키닐; 알크아릴; 아 알킬; O-알크아릴 는 O-아 알킬; SH; SCH3;  OCN; CI; Br; CN; CF3; OCF3;

SOCH3; S02CH3; ONO2; NO2; N3; NH2; 헤 사 클 알킬; 헤 사 클 알크아릴; 아미 알킬아미 ; 폴리알킬

아미 ;  실릴; R;  단 ; 리포  ; (intercalator); 약동  질  개  

;  안티   약  질  개   ,  사  질  갖는 다  체.   태양

에 , 변  뉴클 시드는 2'-MOE 쇄  포 다(  들 , 헌 [Baker et al., J. Biol. Chem., 1997,

272, 11944-12000] 참 .  상  2'-MOE  변  뉴클 시드  다  변  뉴클 시드,  들 ,

2'-O- 틸, O-   O-아미 에  개  결  도  갖는 것  었다.  2-MOE 체

 갖는 리고뉴클 티드는  생체내 사 에 망  특징  갖는   안티  억  것

 다(  들 , 헌 [Martin, P., He/v. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Altmann et al., Chimia,

1996,  50,  168-176;  Altmann  et  al.,  Biochem.  Soc.  Trans.,  1996,  24,  630-637;  and  Altmann  et  al.,

Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926] 참 ). 

본원에  사   같 , "변  트라 드 란 뉴클 시드" 는 "변  THP 뉴클 시드"는 [0169]

상  뉴클 시드내 라 실  신  6-원 트라 드 란 "당"  갖는 뉴클 시드

미 다(당 ).   변  THP  뉴클 시드 는 당  야에  언 는 것들,  들 , 헥시  산

(HNA), 아니  산(ANA), 만니  산(MNA)( 헌 [Leumann, CJ. Bioorg. and Med. Chem. (2002) 10:841-854]

참 ), 루  HNA(F-HNA), 는  식 X  갖는  포 나  지는 않는다:

[ 식 X][0170]

[0171]

상  식에 ,[0172]

상  나 상  트라 드 란 뉴클 시드 사체 각각에  독립 ,[0173]

Bx는 헤 사 클릭 염  고;[0174]
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T3  T4는 각각 독립 , 트라 드 란 뉴클 시드 사체  안티  에 결 시키는 뉴클[0175]

시드간 결 거나, 는 T3  T4  나는 트라 드 란 뉴클 시드 사체  안티  에

결 시키는 뉴클 시드간 결 고, T3  T4  다  나는 H, 드 실 보 , 결  체 , 는

5' 는 3'-말단 고; 

q1 q2 q3 q4 q5, q6  q7  각각 독립 , H, C1-C6 알킬,  C1-C6 알킬, C2-C6 알 닐,  C2-C6 알[0176]

닐, C2-C6 알키닐, 는  C2-C6 알키닐 고;

R1   R2   나는 고 다  나는 겐, 거나  알 시, NJ, J2,  SJ, N3, OC(=X)J1,[0177]

OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X) NJ1J2,  CN에  택 고, 여  X는 O, S 는 NJ1 고, J1, J2,  J3  각각 독립

, H 는 C1-C6 알킬 다. 

 태양에 , qm, qn, qp, qr, qs, qt  qu가 각각 H  식 X  변  THP 뉴클 시드가 공 다.  [0178]

 태양에 , qm, qn, qp, qr, qs, qt  qu  어도 나는 H가 아니다.   태양에 , qm, qn, qp, qr, qs,

qt  qu  어도 나는 틸 다.   태양에 , R1  R2  나가 F  식 X  THP 뉴클 시드가

공 다.   태양에 , R1  루 고 R2는 H 고, R1  시 고 R2는 H 고, R1  시에 시 고

R2는 H 다. 

본원에  사   같 , "2'-변 " 는 "2'- "  2' 에 H 는 OH가 아닌 다  체  포[0179]

는 당  포 는  뉴클 시드  말 다.   2'-변  뉴클 시드 는  -가  2'  체,   들 ,

알릴,  아미 ,  아지도,  티 ,  O-알릴,  O-C1-C10  알킬,  -OCF3,  O-(CH2)2-O-CH3,  2'-O(CH2)2SCH3,  O-(CH2)2-O-

N(Rm)(Rn), 는 O-CH2-C(=O)-N(Rm)(Rn)  갖는 뉴클 시드가 포 나  지는 않 , 상 에  Rm

 Rn  각각  독립 ,  H  는  거나   C1-C10  알킬 다.   2'-변  뉴클 시드는,  

들 , 당  다  에 / 는 염 에 다  변  가  포   다.

본원에  사   같 , "2'-F"는 2' 에 루  포 는 당  말 다.[0180]

본원에  사   같 , "2'-OMe" 는 "2-OCH3" 는 "2'-O- 틸"  각각 당 고리  2' 에 -OCH3 [0181]

포 는 당  포 는 뉴클 시드  말 다.

본원에  사   같 , " 리고뉴클 티드"는 다  결  뉴클 시드  포 는  말 다.[0182]

 태양에 , 다  뉴클 시드  나 상  변 다.   태양에 , 리고뉴클 티드는 나 [0183]

상  리보뉴클 시드(RNA) / 는 시리보뉴클 시드(DNA)  포 다.

안티     뉴클 시드  변 시키   사   는 많  다  사 클  [0184]

트라 사 클  당  고리 시   당  야에 공지 어 다(  들 , 검   [Leumann, J. C,

Bioorganic and Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-854] 참 ).  상  고리 시   시키  

 다양  가   어날  다.   변  당    당  야에  에게 공지 어

다.  변  당  갖는 뉴클 티드에 , 염  (천연, 변  는 그  )는  산 

과  리드   지 다.

 태양에 , 안티   변  당  갖는 나 상  뉴클 티드  포 다.   태양에[0185]

, 변  당 는 2'-MOE 다.   태양에 , 2'-MOE 변  뉴클 티드는 갭  티  다.

 태양에 , 변  당 는 cEt 다.   태양에 , cEt 변  뉴클 티드는 갭  티  날개 

체에 걸쳐 다.

 태양에 , BNA (LNA)에 , R
4*
  R

2*
는 께 R- 는 S- 태  2가 라  -O-CH(CH2OCH3)-(2'O- 시에틸[0186]

사 클릭 산 - [Seth at al., 2010, J. Org. Chem])  나타낸다.

 태양에 , BNA (LNA)에 , R
4*
  R

2*
는 께 R- 는 S- 태  2가 라  -O-CH(CH2CH3)-(2'O-에틸 사[0187]
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클릭 산 - [Seth at al., 2010, J. Org. Chem])  나타낸다.

 태양에 , BNA (LNA)에 , R
4*
  R

2*
는 께 R- 는 S- 태  2가 라  -O-CH(CH3)-  나타낸다.  [0188]

태양에 , R
4*
  R

2*
는 께 2가 라  -O-CH2-O-CH2-([Seth at al., 2010, J. Org. Chem])  나타낸다.

 태양에 , BNA (LNA)에 , R
4*
  R

2*
는 께 2가 라  -O-NR-CH3-([Seth at al., 2010, J. Org. Chem])[0189]

 나타낸다.

 태양에 , LNA 단 는   택   갖는다:[0190]

[0191]

리고 에 도- 진 뉴클 티드 사체,  들 , BNA, (  들 ) LNA 는 2'-  당  [0192]

특  결 는 리고  크  감 시킬  ,  -특  는 상  결  어나

에 리고  크 에  상  감 시킬  다.

 태양에 , 리고 는 1개 상  뉴클 시드 사체  포 다.   태양에 , 리고 는 2개 상[0193]

 뉴클 티드 사체  포 다.   태양에 , 리고 는 3 내지 8개 뉴클 티드 사체,  들 ,

6 는 7개  뉴클 티드 사체  포 다.  단연 가  람직  태양에 , 상  뉴클 티드 사체들

나 상  BNA,  들 ,  산(LNA) ;  들 , 뉴클 티드 사체들  3개 상, 는 4개 

상, 는 5개 상, 는 6개 상, 는 7개 상, 는 8개는 BNA,  들 , LNA   다.   태양에

, 든 뉴클 티드 사체는 BNA,  들 , LNA   다.

뉴클 티드만  루어지는 람직  뉴클 티드 열 티  는 뉴클 티드 열  언  , 상[0194]

열에  는 본  리고 는 상  열에 재 는 나 상  뉴클 티드 신에 상 는

뉴클 티드 사체,  들 , 리고 /  체  체 안 /Tm  상승시키는 BNA 단  는 다

뉴클 티드 사체( , 도 진 뉴클 티드 사체)  포    지  것 다.

람직  뉴클 티드 사체는 LNA,  들 , 시-LNA(  들 , 타-D- 시-LNA  알 -L- 시-LNA),[0195]

/ 는 아미 -LNA(  들 , 타-D-아미 -LNA  알 -L-아미 -LNA) / 는 티 -LNA(  들 , 타-

D-티 -LNA  알 -L-티 -LNA) / 는 ENA(  들 , 타-D-ENA  알 -L-ENA) 다.

 태양에 , 본  리고 ,  들 , 역 A는 BNA 는 LNA 단   다  뉴클 티드 사체[0196]

포   다.  본  리고 내에 재 는 다  뉴클 티드 사체는,  들 , 다

독립  택 다: 2'-O-알킬-RNA 단 , 2'-아미 -DNA 단 , 2'- 루 -DNA 단 , BNA 단 ,  들 ,

LNA 단 , 아라  산(ANA) 단 , 2'- 루 -ANA 단 , HNA 단 , INA(  산 - 본원에 참고

 [Christensen, 2002. Nucl. Acids. Res. 2002 30: 4918-4925]) 단   2'MOE 단 .   태양에 ,

본  리고 에는 상  들  뉴클 티드 사체들  단지 나,  들 ,  1 역, 는 그

연  뉴클 티드 열만 재 다.

 태양에 , 그러므 , 본 에  리고 ( 역 A)는 나 상  BNA,  들 ,  산(LNA) 단[0197]

,  들 , 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 는 8개  BNA/LNA 단 ,  들 , 3 내지 7개 는 4 내지 8개

BNA/ LNA 단 , 는 3, 4, 5, 6 는 7개  BNA/LNA 단  포   다.   태양에 , 든 뉴클 티

드 사체는 BNA,  들 , LNA 다.   태양에 , 리고 는 타-D- 시-LNA,  다  LNA 단   

나 상   다 포   다: 타-D 는 알 -L 태  는 그   티 -LNA, 아미 -LNA, 시-

LNA, / 는 ENA.   태양에 , 든 BNA,  들 , LNA, 시 신 단 는 5'- 틸-시 신 다.  본 

 태양에 , 리고 (  들 ,  1  택   2 역)는 BNA  LNA  DNA 단   다 포

 다.   태양에 , LNA  DNA 단   계는 10 내지 25개,  들 , 10 내지 24개, 람직 게

는 10 내지 20개,  들 , 10 내지 18개,  들 , 12 내지 16개 다.  본   태양에 , 리고

, 는 그   1 역  뉴클 티드 열,  들 , 연  뉴클 티드 열  나 상  BNA, 
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들 , LNA  루어지 , 나 지 뉴클 티드 단 는 DNA 단 다.   태양에 , 리고 , 는 그  

1 역 , 택  포 포 티 에 트  같  변  뉴클 티드간 결 에, BNA,  들 , LNA, 뉴클

티드 사체  천연 뉴클 티드(  들 , RNA 는 DNA, 가  람직 게는 DNA 뉴클 티드) 만

포 다.

RNAse 동원[0198]

리고  ,  mRNA   RNase 매개 에 ,  들 , 역  체 애 는 다  에[0199]

   는 것  지 다.   태양에 , 본  리고 는 엔도리보뉴클 아 (RNase),

 들 , RNase H  동원   다.

상  리고 ,  들 ,  역 A  는 연  뉴클 티드 열 , 상보   RNA  체   [0200]

RNase  동원   는 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 는 16개 연  뉴클 티드(  들 , DNA 단

)  포 여, 6개 상,  들 , 7개 상 연  뉴클 티드 단 ,  들 , 8개 상 는 9개 상

연  뉴클 티드 단 ( 들)  역  포 는 것  람직 다.  RNAse  동원   는 연  열  본

원에   같  갭  여 언   역 Y'   다.   태양에 , RNAse  동원   

는 연  열,  들 , 역 Y'  크 는  클  다,  들 , 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18.

19 는 20개 뉴클 티드 단   다.

EP 1 222 309 는 RNaseH  동원 는 능    사   는, RNaseH    시[0201]

험 내  공 다.  리고 는, 상보  RNA  공  , EP 1 222 309  실시  91 내지 95에

공   여, 리고뉴클 티드내  든 단량체들 사 에 포 포 티 에 트 결  에 2' 

 없 , 동  염  열  갖지만 DNA 단량체만  는 DNA 리고뉴클 티드만 사 여  

도  1% 상,  들 , 5% 상,  들 , 10% 상, 는 20%보다 , pmol/l/    같

  도  갖는 경우에 RNaseH  동원   는 것  간주 다.

 태양에 , 리고 는, 상보  RNA   RNaseH가 공  , pmol/l/    같  RNaseH[0202]

 도가, EP 1 222 309  실시  91 내지 95에 공   여, 리고뉴클 티드내  든

뉴클 티드들 사 에 포 포 티 에 트 결  에 2'  없 , 등가  DNA 리고뉴클 티드만 사

여   도  1% 미만,  들 , 5% 미만,  들 , 10% 미만, 는 20% 미만  경우에 본질

 RNaseH  동원   없는 것  간주 다.

다  태양에 , 리고 는, 상보  RNA   RNaseH가 공  , pmol/l/    같  RnaseH[0203]

 도가, EP 1 222 309  실시  91 내지 95에 공   여, 리고뉴클 티드내  든

뉴클 티드들 사 에 포 포 티 에 트 결  에 2'  없 , 등가  DNA 리고뉴클 티드만 사

여   도  20% 상,  들 , 40% 상,  들 , 60% 상,  들  80% 상  경우에

RNaseH  동원   는 것  간주 다.  , 상보   RNA  체    RNase  동원

  는 연  뉴클 티드 단  는 리고  역  RNA 과 DNA/RNA 사 체  는

뉴클 티드 단 들  루어진다.  본  리고 ,  들 ,  1 역  뉴클 티드  뉴클 티

드 사체  다  포 는 뉴클 티드 열  포   ,  들 , 갭  태   다.

갭  계[0204]

 태양에 , 본  리고 ,  들 ,  1 역  갭  포 거나 갭 다.  갭  리고 는[0205]

RNAse,  들 , RNAseH  동원   는 뉴클 티드  연  연 열  포 는 리고 ,  들 ,

본원에  역 Y' (Y')  지  6 는 7개 상 DNA 뉴클 티드  역 , 여  역 Y'는, 도 

진 뉴클 티드 사체  역들,  들 , 1 내지 6개 뉴클 티드 사체 5'  3'  RNAse  동원

 는 뉴클 티드  연  연 열 지가 5'  3'  다에 어 다 - 상  역들  각각 역

X'(X')  역 Z'(Z')  지 다.  갭  는 WO 2004/046160 , WO 2008/113832 ,  WO 2007/146511

에 개시 어 다.

 태양에 , RNAse  동원   는 단량체는 다  루어진 에  택 다: DNA 단량체, 알 -L-LNA[0206]

단량체, C4' 알킬  DNA 단량체(본원에 참고   PCT/EP2009/050349   헌 [Vester et al., Bioorg.

Med. Chem. Lett. 18 (2008), 2296-2300] 참 ),  UNA( 결  산) 뉴클 티드(본원에 참고   

헌 [Fluiter et al., Mol. Biosyst., 2009, 10, 1039] 참 ).  UNA는,  리보  C2 - C3 C-C 결

 거 어  "당"     산(unlocked  nucleic  acid) 다.   람직 게, 갭 는 식
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(5'에  3'), X'-Y'-Z'  (폴리)뉴클 티드 열  포 ; 여  역 X'(X')(5' 역)  나 상  뉴

클 티드  사체,   들 ,  나  상  BNA( ,  LNA)  단 ,   들 ,  1  내지  6개  뉴클 티드

사체,  들어, BNA( , LNA) 단  루어지거나 는  포 고; 역 Y'(Y')는 RNAse  동원  

는(상보  RNA  ,   들 ,  mRNA  과  체   )  5개 상  연  뉴클 티드,  

들 , DNA 뉴클 티드  루어지거나 는  포 고; 역 Z'(Z')(3' 역)  나 상  뉴클 티

드 사체,  들 , 나 상  BNA(  들 , LNA 단 ),  들 , 1 내지 6개  뉴클 티드 사체,

 들어, BNA( , LNA) 단  루어지거나 는  포 다.

 태양에 , 역 X'는 1, 2, 3, 4, 5 는 6개  뉴클 티드 사체,  들 , BNA( , LNA) 단 , [0207]

 들어, 2 내지 5개  뉴클 티드 사체,  들 , 2 내지 5개  LNA 단 ,  들어, 3 는 4개  뉴

클 티드 사체,  들 , 3 는 4개  LNA 단  루어지고/지거나; 역 Z'는 1, 2, 3, 4, 5 는 6

개  뉴클 티드 사체,  들 , BNA( , LNA) 단 ,  들어, 2 내지 5개  뉴클 티드 사체, 

 들 , 2 내지 5개  BNA( , LNA 단 ),  들어, 3 는 4개  뉴클 티드 사체,  들 , 3 는

4개  BNA( , LNA) 단  루어진다.

 태양에 , Y'는 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 는 12개 , RNAse  동원   는 연  뉴클 티드, 는 6[0208]

내지 10개, 는 7 내지 9개,  들 , 8개 , RNAse  동원   는 연  뉴클 티드  루어지거나 

는  포 다.   태양에 , 역 Y'는 나 상  DNA 뉴클 티드 단 ,  들 , 1 내지 12개

DNA 단 , 람직 게는 4 내지 12개  DNA 단 , 보다 람직 게는 6 내지 10개  DNA 단 ,  들 , 7 내

지 10개  DNA 단 , 가  람직 게는 8, 9 는 10개  DNA 단  루어지거나 는  포 다.

 태양에 , 역 X'는 3 는 4개  뉴클 티드 사체,  들 , BNA( , LNA)  루어지고, 역[0209]

X'는 7, 8, 9 는 10개  DNA 단  루어지고, 역 Z'는 3 는 4개  뉴클 티드 사체,  들 ,

BNA( , LNA)  루어진다.  상  계는 (X'-Y'-Z') 3-10-3, 3-10-4, 4-10-3, 3-9-3, 3-9-4, 4-9-3, 3-8-3,

3-8-4, 4-8-3, 3-7-3, 3-7-4, 4-7-3  포 다.

다  갭  계가 본원에 참고   WO 2004/046160 에 개시 어 다,  본원에 참고   미  가[0210]

원  60/977,409  우  주 는 WO 2008/113832 는 '쇼트 (shortmer)' 갭  리고  언

고 다.   태양에 , 여 에 나타낸 리고 는 상  쇼트  갭   다.

 태양에 , 리고 ,  들 , 역 X'는  10, 11, 12, 13 는 14개  뉴클 티드 단  연[0211]

뉴클 티드 열  루어지 , 여  연  뉴클 티드 열  식 (5' - 3'), X'-Y'-Z'  루어지거나 상

 식 ; 여  X'는 1, 2 는 3개  뉴클 티드 사체 단 ,  들 , BNA( , LNA) 단  루어지

고; Y'는 상보  RNA (  들 , mRNA )  체    RNAse  동원   는 연  뉴클

티드 단  7, 8 는 9개  루어지고; Z'는 1, 2 는 3개  뉴클 티드 사체 단 ,  들 , BNA( ,

LNA) 단  루어진다.

 태양에 , X'는 1개  BNA(  들 , LNA) 단  루어진다.   태양에 , X'는 2개  BNA(  들[0212]

, LNA) 단  루어진다.   태양에 , X'는 3개  BNA(  들 , LNA) 단  루어진다.   태양

에 , Z'는 1개  BNA(  들 , LNA) 단  루어진다.   태양에 , Z'는 2개  BNA(  들 , LNA)

단  루어진다.   태양에 , Z'는 3개  BNA(  들 , LNA) 단  루어진다.   태양에 , Y'

는 7개  뉴클 티드 단  루어진다.   태양에 , Y'는 8개  뉴클 티드 단  루어진다.  

 태양에 , Y'는 9개  뉴클 티드 단  루어진다.   태양에 , 역 Y'는 10개  뉴클 티드 단

 루어진다.  특  태양에 , 역 Y'는 1 내지 10개  DNA 단량체  루어지거나  포 다.  

태양에 , Y'는 1 내지 9개  DNA 단 ,  들 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 는 9개  DNA 단  포 다.

 태양에 , Y'는 DNA 단  루어진다.   태양에 , Y'는 알 -L 태  나 상  BNA 단 , 

들 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 는 9개 , 알 -L- 태  LNA 단  포 다.   태양에 , Y'는 나 상

 알 -L- 시 BNA/LNA 단  포 거나, 는 여  알 -L- 태  LNA 단 는  알 -L- 시 LNA 단

다.   태양에 , X'-Y'-Z'에 재 는 뉴클 티드  는 다  루어진 에  택 다(뉴클

티드 사체 단  - 역 Y' - 뉴클 티드 사체 단 ): 1-8-1, 1-8-2, 2-8-1, 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-

2, 4-8-1, 4-8-2, 1-8-4, 2-8-4; 는 1-9-1, 1-9-2, 2-9-1, 2-9-2, 2-9-3, 3-9-2, 1-9-3, 3-9-1, 4-9-1, 1-

9-4; 는 1-10-1, 1-10-2, 2-10-1, 2-10-2, 1-10-3, 3-10-1.   태양에 ,  X'-Y'-Z'에 재 는 뉴클

티드  는 다  루어진 에  택 다: 2-7-1, 1-7-2, 2-7-2, 3-7-3, 2-7-3, 3-7-2, 3-7-4  4-7-

3.  특  태양에 , 역 X'  Y' 각각  3개  BNA(  들 , LNA) 단량체  루어지고, 역 Y'는 8 는
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9 는 10개  뉴클 시드 단량체, 람직 게는 DNA 단량체  루어진다.   태양에 , X'  Z'는 

다 2개  BNA(  들 , LNA) 단  각각 루어지고, Y'는 8 는 9개  뉴클 티드 단 , 람직 게는

DNA 단  루어진다.  다양  태양에 , 다  갭  계는 X' / 는 Z'가 3, 4, 5 는 6개  뉴클 시

드 사체,  들 , 2'-O- 시에틸-리보  당(2'-MOE)  는 단량체 는 2'- 루 - 시리보

당  는 단량체  루어지고, 역 Y'가 8, 9, 10, 11 는 12개  뉴클 시드,  들 , DNA 단량

체  루어지 ,  역 X'-Y'-Z'가 3-9-3, 3-10-3, 5-10-5 는 4-12-4 단량체  갖는 계  포 다.

다  갭  계는 본원에 참고   WO 2007/146511A2 에 개시 어 다.

BNA  LNA 갭 : BNA 갭 는 나 상  BNA 뉴클 티드  포 는 갭  리고 ( 역 A) 다.  LNA 갭[0213]

는 나 상  LNA 뉴클 티드  포 는 갭  리고 ( 역 A) 다.  열  2  3  LNA 갭  리고

다.  열  33 는 34  상 는 에 상보  10 내지 16개 뉴클 티드  연  열  갖는 

리고 도  BNA 갭  는 LNA 갭  같  갭  리고   다.

뉴클 티드간 결[0214]

본원에  리고 (  들 ,  1   2 역)  뉴클 시드 단량체들  (뉴클 시드간) 결[0215]

커 링 다.  게, 각각  단량체는 결 에  3'  단량체에 결 다.

당  야에 통상   가진 라 , 본  맥락에 , 리고  말단에  5' 단량체가 5' 결[0216]

포 지 않지만, 5' 말단 는 포 거나 포 지 않     것 다.

어 "결 " 는 "뉴클 티드간 결 "  2개  뉴클 티드  께 공  커 링시킬  는 [0217]

미   것 다.  특  람직  는 포 트   포 포 티 에 트 가 포 다.

본  리고  뉴클 티드 는 그  연  뉴클 티드 열  결 에   커 링 다.  [0218]

게, 각각  뉴클 티드는 결 에  3'  뉴클 티드에 결 다.

 뉴클 티드간 결 는 WO 2007/031091 에 열거  것들,  들 , WO 2007/031091 (본원에 참[0219]

고  )  34 쪽  첫 째 단락에 열거  뉴클 티드간 결  포 다.

 태양에 , 역 B( 재 는 경우)  포 포다 에  결 (들) 에, 그  상  포 포다 에[0220]

 뉴클 아  공격에  내  결 ,  들 , 포 포 티 에 트 는 보라 포 트(RNase H에

 단가능   가지는     감 시키는  어 안티  억  상  경  허

다)  뉴클 티드간 결  변 시키는 것  람직 다.

본원에 공   같  당  (S)  뉴클 티드간 결 ,  들 , 포 포 티 에 트 는 포 포[0221]

다 티 에 트가 람직   다.  포 포 티 에 트 뉴클 티드간 결 도 , 특   1 역, 

들 , 갭 , 믹 (mixmer), 안티미 (antimir) 라   리고 (splice switching oligomer) 

탈 (tatalmer)에 람직 다.

갭  경우, 리고 내 뉴클 티드간 결 ,  들 ,  RNA  RNase H 단  허   포[0222]

포 티 에 트 는 보라 포 트   다.  포 포 티 에 트가 개  뉴클 아  내   다

,  들 ,    람직 다.

 양태에 ,  1 역과  2 역 사 ,  택  역 B 내  포 포다 에  결  고, 본[0223]

 리고  나 지 뉴클 시드간 결 , 뉴클 티드 / 는 뉴클 티드 사체는 포 포 티 에

트 에  에 결 다.   태양에 ,  1 역에  뉴클 시드들 사  뉴클 시드간 결

50% 상,  들 , 70% 상,  들 , 80% 상,  들 , 90% 상,  들 , 는 포 포다 에

 (포 트)  다  것 다,  들 , 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트 는 보라

포 트  루어진 에  택 다.   태양에 ,  1 역에  뉴클 시드들 사  뉴클 시드

간 결  50% 상,  들 , 70% 상,  들 , 80% 상,  들 , 90% 상,  들 , 는 포

포 티 에 트 다.

WO 09124238 는  뉴클 시드간 결 에  3' 는 5' 말단에 결  나 상  사 클릭 뉴클[0224]

시드  갖는 리고  에  것 다.  그러므 , 본  리고 는  뉴클 시드간 결 ,

 들 , 나 상  포 포트라 에 , 틸포 포 트, MMI, 아미드-3, 폼아 탈 는 티 폼아 탈에

 3' 는 5' 말단에 결  나 상  사 클릭 뉴클 시드  가질  다.  나 지 결 들  포
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포 티 에 트   다.

리고  체[0225]

리고뉴클 티드  께 사   체 는 다  포   다: 드  포[0226]

  (   - ); 단 질(  들 , 체, , 청 단 질); 티드; 타민(

는 지 ); 체(  는 지 ); 약 , 독 , 체   체 리간드  포  ; 탄

 복 체; 산 단 복 체;  킬 트 (  들 , 포 린, 사 린, 크라운 에  등); 

리드 포 뉴클 아 /  포  ; 가 결 (  들 , , 산 원 ),

 그    도체.  많  당  체 , 그    리고  에  결 ,  들 ,

각각 본원에 체  참고   WO 93/07883   미  특허  6,395,492 에 공 어 다.  리고뉴

클 티드 체  그   ,  각각 본원에 체  참고   헌 [Manoharan  in Antisense

Drug  Technology,  Principles,  Strategies,  and  Applications,  S.T. Crooke,  ed., Ch.  16, Marcel Dekker,

Inc., 2001 and Manoharan, Antisense and Nucleic Acid Drug Development, 2002, 12, 103]에   검

에 보고 어 다.

 태양에 , 본  리고 는 간에  다, , 신 여후  간 포(  들 , 간[0227]

포)에 다.  간  는 체 (C)  가에  크게   다.  그러나, 리고

 능   , 체( 는  )가 생체 단  연결 (B),  들 , 뉴클 티드 포

트 연결  통  리고 에 결 는 것   람직 다.  그러므 , 간 포에     

시키는 체  사 는 것  람직 다.   는 상  에   거나, 는 간

포에    능에   다.

 태양에 , 리고   BNA 는 LNA 리고 ,  들어, 갭 , 는  들 , 안티  리고[0228]

, 택  생체 단  연결 ,  들어, 역 B,  탄  체( 역 C  지   )  포

는 LNA 안티  리고 (본원에  역 A  지   ) 다.  LNA 안티  리고 는 7 내지 30개,

 들 , 8 내지 26개 뉴클 시드    , 나 상  LNA 단 (뉴클 시드)  포 다.

 태양에 , 탄  는  탄  체가 아니다.

 태양에 , 리고   LNA 리고 ,  들 , 안티  리고 , 본원에   같  [0229]

역 B,   아시알 당단 질 체   체 ,   들 ,  GalNAc  ( 역 C  지  

)  포 는 LNA 안티  리고 (본원에  역 A  지   ) 다.  탄  는 다가  

다,  들 , 2, 3, 4 는 4개  동 거나 동 지 않  탄  가, 택  연결  는 연

결 들(  들 , 역 Y)에  리고 에 공  결   다.

GalNac 체 [0230]

 태양에 , 탄  는  탄  체가 아니다.  그러나, 탄  는 다가   다,[0231]

 들 , 2, 3, 4 는 4개  동 거나 동 지 않  탄  가, 택  연결  는 연결 들

에  리고 에 공  결   다.   태양에 , 본  본  리고   탄  체

 포 는 체  공 다.   태양에 , 본  본  리고   아시알 당단 질 

체   체 ,  들 , 다  역( 역 C  지 )     는 GalNAc 

포 는 체  공 다.

본    아시알 당단 질  체   에  는  LNA  안티  리고뉴클 티드[0232]

공 다.   태양에 , 체 (  들 ,  3 역 는 역 C)는 아시알 당단 질 체 

,  들 , 갈락 , 갈락 아민, N-포 -갈락 아민, N-아 틸갈락 아민, N- 닐-갈락

아민, N-n- 타 -갈락 아민  N- 타 갈락 -아민  포 다.   태양에 , 체는 갈

락 ,  들 , N-아 틸갈락 아민 삼량체  포 다.   태양에 , 체 는 GalNAc(N-아

틸갈락 아민),  들 , 1가, 2가, 3가 는 4가 GalNAc  포 다.  3가 GalNAc 체는  간에

시키   사   다.  GalNAc 체는 틸포 포 트  PNA 안티  리고뉴클 티드

(  들 , US 5,994517   헌 [Hangeland et al., Bioconjug Chem. 1995 Nov-Dec, 6(6), 695-701]) 

siRNA(  들 , WO 2009/126933 , WO 2012/089352   WO 2012/083046 )  께 사 었다.  상

GalNAc 참고 헌들  상  헌에 사  특  체들  본원에 참고  다.  WO 2012/083046 는 본

에 사 에 , 단가능  약동   포 는 GalNAc 체  갖는 siRNA  개시 고
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,  람직  약동  는  C16   ,   들 ,  미 ,  헥사 크-8-에 ,  ,

(9E,12E)- 타 -9,12-다 에 , 다 타   C16-C20 아실 다.  상  '046  단가능  약동

는    다.

 ( 체 )는 갈락 아민, N-포 -갈락 아민, N-아 틸갈락 아민, N- 닐-갈락[0233]

아민, N-n- 타 -갈락 아민, N- - 타 갈락 -아민, 갈락 ,  N-아 틸갈락트 아민 3량

체  루어진 에  택   , 다  루어진 에  택  약동   가질  다: 16

개  상  탄 원  갖는   ,  16  내지  20개  탄 원  갖는   ,  미 ,

헥사 크-8-에 ,  ,  (9E,12E)- 타 크-9,12-다 에 ,  다 타   C16-C20  아실  

.  상  '046 에 개시  특  GalNac  다  포 다: (E)-헥사 크-8-에 (C16), 

(C18), (9E,12E)- 타 크-9,12-다 에 (C18), 타 (C8), 도 (C12), C20 아실, C24 아실, 다

타 (2x C18).   -약동    는 생리  안  결 , 는  들 ,

다 드 결 , 는 PEG 연결 에  폴리뉴클 티드에 결   다.  본   리고

체  사 에 포 포다 에  연결 들  사 에  것 다( 들  본원에  역 B  지 , 

게 LNA 리고  탄  체  사 에 다).

간에  간 포   , 람직   리간드는 갈락 다.[0234]

갈락  2 내지 4개  말단 갈락  도체  갖는,  들 , 포 는  포 다.  본원에  사[0235]

  같 , 어 갈락  도체는 갈락 ,  갈락  같거나 그보다 큰 아시알 당단 질 체

에  도  갖는 갈락  도체   다 포 다.  말단 갈락  도체는 그  C-1 탄  통  

에 결 다.  아시알 당단 질 체(ASGPr)는 간 포에  특 , 지  갈락 -말단 당단 질

에 결 다.  람직  갈락  각각 아시알 당단 질 체에  도  갖는 3개  말단 갈락

아민 는 갈락 아민 도체  갖는다.  보다 람직  갈락  3개  말단 N-아 틸-갈락 아민

갖는다.  당  야에  보편  다  어들 는 트라 -안 리(tri-antennary) 갈락 , 3가 갈락  

갈락  삼량체가 포 다.  트라 -안 리 갈락  도체  -안 리 는 -안 리 갈락

 도체 보다 큰 도 에 ASGPr에 결 는 것  알  다[Baenziger and Fiete, 1980, Cell,

22, 611-620; Connolly et al., 1982,1. Biol. Chern., 257, 939-945].  다가 (multivalency)  nM 도

달   다.  WO 2012/083046 에 , 아시알 당단 질 체에  도  갖는 단

갈락  도체  결 , 달 체  공- 여   생체내에  간 포에  RNAi 폴리뉴클 티드  

능  달  가능 게 지 못 다.

갈락  각각 심 에 결  2개, 는 람직 게는 3개  갈락  도체  포   다.[0236]

갈락  도체는 상  사 라 드  C-1 탄  통  심 에 결 다.  갈락  도체는 람직

게는 연결  는 에  에 결 다.  람직  는 연   다(미

특허  5885968 ; 헌 [Biessen et al. J. Med. Chern. 1995 Vol. 39 p. 1538-1546]).  람직  연

 는 PEG 다.  람직  PEG 는 PEG3 다.   3개  갈락

도체  결  허 고  리고 에   결  허 는    다.  

  는 다 -라 신 다.  다 -라 신 는 그  통  3개  갈락  도체가 결   는 3개

 아민   그  통  다 -라 신  리고 에 결   는 복실  다.  리고 에 

  결  연결  는  통  어날  다.  람직  는 연   

다.  람직  연   는 PEG 다.  람직  PEG 는 PEG3 (3개

 에틸  단 ) 다.  갈락  당  야에 공지   여 리고  3' 는 5' 말단에 결

  다.

람직  갈락  도체는 N-아 틸-갈락 아민(GalNAc) 다.   아시알 당단 질 체에  도[0237]

갖는 다  사 라 드는 다  포 는  택   다: 갈락 아민, N-n- 타 갈락 아

민  N- - 타 갈락 아민.  아시알 당단 질 체에  많  갈락  도체  도는 연

었거나(  들 , 헌 [Jobst, S.T. and Drickamer, K. JB.C. 1996, 271, 6686] 참 ), 는 당  야에

   여 게 다.
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[0238]

갈락   태양[0239]

[0240]

과 산 사 에 PEG  갖는 갈락[0241]
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본  체   다  가 에 시 어 다:[0242]

[0243]

상 에 , 상  GalNac  체에   는 ( 는 가  체) ( , 약동  )는, BNA[0244]

는 LNA 리고 ,  들 , LNA 안티  리고뉴클 티드  사 는 경우, 택 다.

본 연 에 사  특  GalNac , 체 1, 2, 3, 4  체 1a, 2a, 3a  4a(GalNac  리고 에 결[0245]

시키는 택  C6 연결  께 도시 어 )에 는 도  참 시 .

그러므 , GalNac  각각  탄  (  들 , GalNAc)는 ,  들 , (폴리)에틸  리[0246]

연결 (PEG),  들어, 다 -, 트라 -, 트라-, 타-, 헥사-에틸  리  연결 에  리고 에 결

  다.  상 에 도시 어 듯 , PEG 는 갈락  당  티드(트라 라 신  도시 어 )

연결  사 에   다.

 태양에 , GalNac  티드 연결 ,  들 , Tyr-Asp(Asp) 트라 티드 는 Asp(Asp) 다 티드[0247]

포 ,  것  2가  라  연결 에   리고 ( 는  역  Y  는  역  B)에  결 고,   들 ,

GalNac   2가 라  연결  포   다:
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[0248]

R
1

 -C2H4-,  -C3H6-,  -C4H8-,  -C5H10-,  -C6H12-,  1,4-사 클 헥실(-C6H10-),  1,4- 닐(-C6H4-),  -C2H4OC2H4-,[0249]

-C2H4(OC2H4)2- 는 -C2H4(OC2H4)3-  람직 게 택  2가 라 다. 

탄  체(  들 , GalNAc), 는 탄 -연결  (  들 , 탄 -PEG )는, 게[0250]

2개 상  아미 (  들 , 3, 4 는 5개),  들 , 라 신, 다 -라 신 는 트라 -라 신 는 

트라-라 신  포 는   ,   들 ,  아미 산  는  티드에   리고 에  공

연결(결 )   다.  트라 -라 신 는, 그  통  3개  탄  체 ,  들 , 갈락  

도체(  들 , GalNAc)   다  체,  들어,  는  / 가 결   는 4개

 아민 ,  그  통  트라 -라 신  리고 에 결   는 복실  다.   다  

체,  들 , /  는 리고 에 결 는 라 신 에 결   다.

약동  [0251]

본   ,  들 , 체 가 탄   경우, 그   는  가 특[0252]

 리  나 상  가  체  포   다.  상   는  는 약동  

   , 탄  체, 탄  체  리고 에 결 시키는 연결  는 다  탄

체 (다가) 체  결 시키는 연결 , 는 리고 에, 택  연결 ,  들 , 생체 단  연결

에  공  결   다.

그러므 , 상  리고  는 체 는 약동  ,  들 ,  는   포  [0253]

다.  상  는 WO 2012/082046 에 siRNA 체  맥락내에 개시 어 다.   는 포 거나

포   는 C8 내지 C36  지 산  포   다.   태양에 , C10, C12, C14, C16, C18, C20,

C22, C24, C26, C28, C30, C32  C34 지 산  사   다.   는 16개 상  탄 원  가질

 다.   당   는 다  포 는 에  택   다: , , 미

, 헥사 크-8-에 , , (9E,12E)- 타 크-9,12-다 에 , 다 타   C16-C20 아실.  상  WO

'346 에 , 16개 미만  탄 원  갖는  는 폴리뉴클 티드  시키는   과

지만, 들  능  시키   다  복 (  들 , 2x,  들어, 2x C8 는 C10, C12 는

C14)  사   다.  폴리뉴클 티드    약동  는 다  루어진 에

택   다: 각각 거나, 지 거나 사 클릭   는, , 알킬 , 알 닐 , 알키닐 ,

아릴 , 아 알킬 , 아 알 닐   아 알키닐 .  그러나,  지 는  는 헤 원 , 

 들 , 루 가 허   다.

 태양에 , 체는 탄 거나 탄  포   거나, 는 탄   포 다.  [0254]

태양에 , 탄  갈락 , 락 , n-아 틸갈락 아민, 만   만 -6-포 트  루어진 

에  택 다.   태양에 , 체 는 만  는 만 -6-포 트 거나, 는 들  포  

다.  탄  체는 다양  직들,  들 , 간 / 는 근 에  달 는  시키  

사   다(  들 ,  EP  1495769  ,  WO  99/65925  ,  헌 [Yang  et  al.,  Bioconjug  Chem  (2009)

20(2): 213-221. Zatsepin & Oretskaya Chem Biodivers. (2004) 1(10): 1401-1417] 참 ).

랍게도, 본 들  LNA 리고  께 사   GalNac 체가 약동    지 않[0255]

, 라   태양에 , GalNac 체가  는  ,  들 , 본원에  들에

공  결 지 않 ,  들 , C8 내지 C36 지 산 는  포 지 않  내었다.  그러므 ,

본    는  약동   는 체 /  포 지 않는 LNA 리고  GalNac

체  공 다.
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 체[0256]

 태양에 , 체 는  ,  들 , (  들 , , 릴, 타 ,[0257]

티그마 , 란산  에 고 ) 거나 는  포   다.   태양에 , 체는 

거나 는  포 다.   태양에 , 체는 거나 는  포   다.

 태양에 , 체는 지질, 지질 는  알 ,  들 , 양  지질,  지질, 고지질,[0258]

 지 산,  들 , 아 산, 산, 엘라 드산, 리 산, 리 드산, 산  미리 트산 거

나, 는 들  포   다.   태양에 , 지 산  C4 내지 C30 포  는 포  알킬쇄  포 다.

알킬쇄는 거나 지   다.

 체 는,  들 , 리고   에 고 포  시키   사[0259]

 다.

 는,  들 , , 타   드   ,  들 , (미  특허[0260]

 4,958,013   헌 [Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553]), 티

[Oberhauser et al, Nucl Acids Res., 1992, 20, 533], 라 , 타 , 티그마 , 에 고

, 시 , 산, 시 산, 에 트 , 에 트라 , 에 트라트리 , 게 , 틸 트 , 

,  안드 , 시 티 , 티 , 17- 드 시 티 , 그  도체 등

포 다.   태양에 , 체는 , 티 , 라 , 타 , 티그마 ,

에 고 , 시 , 산, 시 산, 에 트 , 에 트라 , 에 트라트리 , 게 , 틸

트 , , 안드 , 시 티 , 티   17- 드 시 티  루

어진 에  택   다.  다   체 는 지  지,  들 , 직쇄, 지쇄,  사 클릭

알킬, 알 닐  알키닐  포 다.  지  는,  들 , 5 내지 약 50개, 6 내지 약 50개, 8 내지 약 50

개 는 10 내지 약 50개 탄 원  가질  다.   지  는 운 실, 도 실, 헥사 실, 헵타

실, 타 실, 나 실, , 보닐, 아다만틸, 그  도체 등  포 다.   태양에 , 지  

 나 상  탄 원 는 O, S, 는 N과 같  헤 원    다(  들 , 게라닐 시헥실).

다    체 는 리  지  도체,  들 , 알킬 리 , (알킬) 리

, 트리 (알킬) 리 , 리 라 드, 다 리 라 드  트라 리 라 드가 포 다.   태

양에 ,   체는  다 -헥실 실-rac- 리  는  1,2-다 -O-헥실 실-rac- 리 [Manoharan  et

al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651; Shea, et al., Nuc. Acids Res., 1990, 18, 3777] 는 그  포

포 트 다.  포   포  지 산 ,  들 , 지 산, 지  알 , 지  에   지  아민도 

  체    다.   태양에 , 지  는 약 6개 내지 약 30개  탄  는 약

8개 내지 약 22개  탄    다.   지 산 는 산, 릴산, 라우 산, 미트산,

미리 트산, 아 산, 산, 리 산, 리 산, 아라키돈산, 에 산 등  포 다.

다  태양에 ,  체 는 6 내지 약 50개, 10 내지 약 50개, 는 14 내지 약 40개 탄 원  갖는[0261]

폴리사 클릭    다.   폴리사 클릭  는 , 퓨린, 아크리 , , 루

, 난트 , 안트라 , 퀴 린, 퀴 린, 나 탈 , 그  도체 등  포 다.  다   

는 , 트리틸(  들 , 다 시트리틸(DMT), 사진, 리포산, 지질, 에 , 티 에 (  들

,  헥실-S-트리틸티 ),  그  도체  등  포 다.   리고    체  는  당

야에,  들 , 헌 [Saison-Behmoaras et al, EMBO J., 1991, 10, 1111; Kabanov et al., FEBSLett.,

1990,  259,  327;  Svinarchuk  et  al,  Biochimie,  1993,  75,  49;  Mishra  et  al.,  Biochim.  Biophys.  Acta,

1995, 1264, 229, and Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651]에  어 다.

도 지단 질(LDL)에  도  갖는 체  는 리고   과   달[0262]

시  공 는 것  진   다.  양 포 상에  LDL에  체     LDL  상

포들  약  택  달에 과  운 체가 게 다[Rump,  et  al., Bioconjugate Chem.,  1998, 9,

341; Firestone, Bioconjugate Chem., 1994, 5, 105; Mishra, et al., Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1264,

229].  LDL에  도  갖는 들  많   ,  들 , 드( , ), 지 산,

그  도체  그   포 다.   태양에 , DLD 도  갖는 체 는 산,  들 ,

시 산  리 산  다  에   다.

 태양에 ,  체는 틴   거나 는 틴  포   다.   태양에 , [0263]
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체는 리 라 드 는 리 라 드 에   거나 는  포   다.

 체,  들 , , 타   ,  들어, 본원에 개시   같   리[0264]

고뉴클 티드 ,  들 , 간( 는 간 포)  달  시키   사   다.

 참고 헌들    체  사 에  것 다:  [Kobylanska  et  al.,  Acta  Biochim  Pol.[0265]

(1999), 46(3):679-691; Felber et al,. Biomaterials (2012), 33(25):599-565; Grijalvo et al., J Org Chem

(2010), 75(20):6806-6813; Koufaki et al., Curr Med Chem (2009), 16(35):4728-4742; Godeau et al J. Med.

Chem. (2008), 51(15):4374-4376].

연결 (  들 , 역 Y)[0266]

결  는 연결 는 나   는 당 편  나 상  공  결 에   다   는 당[0267]

편에 결 시키는 2개  원  사  연결 다.  체 ( 는  는 차단 )는 리고  

에 직  는 결  (연결  는 (tether)) - 연결  통  결   다.  연결 는  3 역, 

 들 , 체  리고  (  들 , 역 B)에 공  연결시키는  는 

다.   태양에 , 연결 는 쇄  는 복 단 ,  들 , 에틸  리  는 아미 산 단

리고  포 다.  연결 는 2개 상  ,  리고  에 결   나  체 

에 결   다  나  가질  다.   연결  는 리고  는 체  상  

    거나, 는       다.   태양에 ,

연결  는  아미 ,  드 실,  복실산,  티 ,  포 포 아미 트,  포 포 티 에 트,

포 트, 포 트, 포 (  들 ,  는 삼  결 ) 등  포 다.    연결

는 다  포 다: 8-아미 -3,6-다 사 타 산(ADO), 신 미  4-(N-말 미도 틸)사 클 헥산-1-

복실 트(SMCC), 6-아미 헥사 산(AHEX 는 AHA), 6-아미 헥실 시, 4-아미 티 산, 4-아미 사 클

헥실 복실산, 신 미  4-(N-말 미도 틸)사 클 헥산-l- 복시-(6-아미도- 에 트)(LCSMCC), 신

미  m-말 미도- 트(MBS),  신 미  N-e-말 미도- 트(EMCS),  신 미  6-(

타-말 미도- 아미도) 헥사 에 트(SMPH), 신 미  N-(a-말 미도 아 트)(AMAS), 신 미

 4-(p-말 미도 닐) 티 트(SMPB),  타-알라닌( 타-ALA),  닐 리신(PHG),  4-아미 사 클 헥사

산(ACHC), 타-(사 클 )알라닌( 타-CYPR), 아미  도 산(ADC), 알릴  다 , 폴리에틸  리

, 아미 산 등.

리고  에  체  결 에   는 매우 다양  다  연결  들  당  야에[0268]

공지 어  다.   많   연결  들에   개 ,   들 ,  헌  [Antisense  Research  and

Applications, S. T. Crooke and B. Lebleu, Eds., CRC Press, Boca Raton, Fla., 1993, p. 303-350]에  찾

  다.   리고뉴클 티드  3'  말단  티드에  결 시키   다 드  결  사 었다

[Corey,  et  al.,  Science  1987,  238,  1401;  Zuckermann,  et  al,  J  Am.  Chem.  Soc.  1988,  110,  1614;  and

Corey, et al., J Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8524].  헌 [Nelson, et al., Nuc. Acids Res. 1989, 17,

7187]  틴  리고뉴클 티드  3' 말단에 결 시키   결  시약  고 다. 상  시약, N-

Fmoc-O-DMT-3-아미 -1,2- 다  클 크  래 러 리 (Clontech  Laboratories,  미  리포니아주

 알  재)에  3'-아민(3'-Amine)   상업  시 다.  상  시약   3'-아미 -

어(3'-Amino-Modifier) 시약    리  포 (Glen Research Corporation, 미  지니아

주  링  재)에  상업  시 다.   상  시약   헌  [Judy,  et  al.,  Tetrahedron  Letters

1991, 32, 879]에  보고   같  티드  리고뉴클 티드에 결 시키   사 었다.  리고뉴

클 티드  5'-말단에 결 시키   사  상업  시약  5'-아미 - 어 C6(5'-Amino-Modifier

C6) 다.  상  시약들   리  포 (미  지니아주 링 재)에  시 다.  상  

는 사  들  헌 [Krieg, et al, Antisense Research and Development 1991, 1, 161]에  루

 리고뉴클 티드  5'-말단에 결 시키   사 었다.  아크리 과 같  다  들  폴

리 틸  결 에  리고뉴클 티드  3'-말단  포 트 에 결 었다[Asseline,  et  al.,  Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 3297].   상  가 단  연결 , 는 나 상  다  연결

 께 사   다.

연결   리고   체  에  그  도는 당  야 체에,  들 , WO 96/11205 [0269]

WO  98/52614    미  특허  4,948,882;  5,525,465;  5,541,313;  5,545,730;  5,552,538;  5,580,731;

5,486,603;  5,608,046;  4,587,044;  4,667,025;  5,254,469;  5,245,022;  5,112,963;  5,391,723;  5,510475;
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5,512,667; 5,574,142; 5,684,142; 5,770,716; 6,096,875; 6,335,432;  6,335,437 , WO 2012/083046 에

공 어 , 들  각각 본원에 체  참고  다.

본원에  사   같 , 생리  안  결  포 동  체내에  통상  는 건 는 [0270]

는  사  건 에  단가능  안  결 다( 단  연결 도 지 ).  생리  안

결 는 들  특  생리  건에  재    변 (  들 , 단)  어나도  택 다.  포

동  포내 건 는 pH, 도, 산  는 원  건 는 약 ,  포 동  포에  견 는 염 도

는 그  사  염 도  같   건  포 다.  포 동  포내 건   단 질  는 가

  같  포 동  포에  상  재 는    재  포 다.   

태양에 , 단  연결 는,  들 ,  포에    는 뉴클 아 (들)에 민감 , 라  본

원에  상   같 ,  연결 는  짧  역(  들 ,  1  내지  10개)  포 포다 에  결

뉴클 시드,  들 , DNA 뉴클 시드   다.

 변 ( 안  결  단)  포에 약  허 는 약  첨가에  개시   거나, 는[0271]

안  결  는 가  포내 / 는 포  경에 도달    어날  다.

 들 , pH 안  결  가 산  엔도 에 진   단   다.  라 , pH 안  결

엔도  단  결  것  간주   다.   단  결  엔도  는 라 에 는 포질에 

재 는 것들과 같  에   단   다.  다 드 결  가 포질  보다 원  

경에   단   다.  라 , 다 드는 포질 단  결  것  간주   다.  본원

에  사   같 , pH- 안  결  산  건(pH<7) 에  택  는 안  결 다.  상

결   엔도  안  결  지   는 , 그 는 엔도   라  7 미만  pH  갖

다.

리고  결  생체 단  체[0272]

리고   택 , 리고 ( 역 A  지 )  체( 역 C  지 ) 사 에 는  2[0273]

역( 역 B)  포   다.  역 B는 단  연결 (생리  안  결 도 지 )  같  연

결   다(실시  7 참 ).

뉴클 아  민감  생리  안  결 :  태양에 , 본  리고 ( 리고  도 지 )( 는[0274]

체)는 3개  역  포 다:

iv) 10 내지 18개  연  뉴클 티드  포 는  1 역( 역 A);[0275]

v) 생체 단  연결  포 는  2 역( 역 B); [0276]

vi) 체 ,  ,   포 는  3 역(C)( ,  3 역   2 역에 공  결[0277]

다).

 태양에 , 역 B는 포 트 뉴클 티드 연결   다.   들 , 상  연결 는 체가 [0278]

 체,  들 , 지질, 지 산, ,  들어,  는  경우에 사   

다.  포 트 뉴클 티드 연결 도  다  체,  들 , 탄  체,  들어, GalNac에

사   다.

티드 연결[0279]

 태양에 , 생체 단  연결 ( 역 B)는 티드,  들 , 트라 GalNac 체  같  폴리GalNac [0280]

체에 사   는 트라 라 신 티드 연결 다.  다 드 연결  포 여, 당  야에 공지

다  연결  사   다.

포 트 뉴클 티드 연결[0281]

 태양에 , 역 B는,  들 , 포 포다 에  결 과 같  뉴클 시드간 결 에 ,  1 역[0282]

 5' 는 3' 뉴클 티드에 공  결 는, 1 내지 6개  뉴클 티드  포 , 

a.  1 역과  2 역 사  뉴클 시드간 결  포 포다 에  결 고,  1 역에 [  들 ,[0283]

]   2 역  뉴클 시드는 DNA 는 RNA 고/ 거나; 

b.  2 역  1개 상  뉴클 시드는 포 포다 에  결  DNA 는 RNA 뉴클 시드 다.[0284]
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 태양에 , 역 A  역 B는 12 내지 22개 뉴클 티드  단  연  뉴클 티드 열  [0285]

다.

 양태에 ,  1 역과  2 역 사  뉴클 시드간 결   2 역   간주   다.[0286]

 태양에 ,  2 역과  3 역 사 에   결 가 재 다.   결 는,  들 , 포[0287]

트(포 포다 에 ), 포 포 티 에 트, 포 포 다 티 에 트 는 보라 포 트   다.  

 태양에 , 상    결 는  2 역과,  3 역에 결 는 연결  역 사 에 다.  

태양에 , 포 트 는 포 포다 에 다.

그러므 ,  양태에 , 리고   2개 상  포 포다 에   포 ,  어도 나는[0288]

본  상  에 는  같고, 다  나는  2 역과  3 역 사 , 택  연결  

 2 역 사 에 다.

 태양에 ,  3 역   ,  들 , 에 사    다.   여, 본[0289]

  역 A  B    포 는  리고 ,  들 ,  3 역에  후  결

에 ,  들 , 에  간체  공 다.

 태양에 ,  3 역  ,  들 , 에 사   다.   여, 본 [0290]

 역 A  B   포 는 리고 ,  들 ,  3 역에  후  결 에 ,  들

, 에  간체  공 다.  는,  태양에 , 알  아민,  들 , 아민  포

 다.

 태양에 , 역 A는, 나 상,  들 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,[0291]

18, 19, 20 는 21개 , 포 포다 에   다  뉴클 시드간 결 ,  들 , 포 포 티 에 트,

포 포 다 티 에 트  보라 포 트,  틸포 포 트,  들 , 포 포 티 에 트  루어

진 에  ( 택  독립 ) 택  뉴클 시드간 결  포 다.   태양에 , 역 A는 나

상  포 포 티 에 트 결  포 다.   태양에 , 뉴클 시드간 결  50%  상,  들 ,

75% 상,  들 , 90% 상,  들 , 역 A내 든 뉴클 시드간 결  포 포다 에   다

 결 ,  들 , 포 포 티 에 트 결 다.   태양에 , 역 A내 든 뉴클 시드간 결  포

포다 에   다  결 다.

 태양에 , 리고   안티  리고뉴클 티드,  들 , 안티  리고뉴클 티드 [0292]

체  포 다.  안티  리고뉴클 티드는  1 역,  택   2 역  포 거나 포 지

않   다.   여,  태양에 , 역 B는 ( 산) 에 상보  연  염  열  

  다.  다  태양에 , 역 B는 에  상보  결여   다.

달리 말 ,  태양에 , 본 , 포 포다 에  결 에  리고뉴클 티드   뉴클 시[0293]

드에  결  나  상  말단(5'  / 는  3')  DNA  는  RNA  뉴클 시드  갖는,  -포 포다 에

결 ,  들 , 포 포 티 에 트 결  리고뉴클 티드(  들 , 안티  리고뉴클 티드)

 공 ,  상  말단 DNA 는 RNA 뉴클 시드는, 택  연결  에 , 체 , 

  는 차단 에 가  공  결 다.

 태양에 , 리고   안티  리고뉴클 티드,  들 , 안티  리고뉴클 티드 [0294]

체  포 다.  안티  리고뉴클 티드는  1 역,  택   2 역  포 거나 포 지

않   다.   여,  태양에 , 역 B는 ( 산) 에 상보  연  염  열  

  다.  다  태양에 , 역 B는 에  상보  결여   다.

 태양에 ,  2 역  2개 상  연  뉴클 시드는 DNA 뉴클 시드(  들 , 어도 3 는 4 [0295]

는 5개  연  DNA 뉴클 티드) 다.

상  태양에 , 본  리고뉴클 티드는  식에 라   다:[0296]

5'-A-PO-B(Y)X-3' 는 3'-A-PO-B(Y)X-5'[0297]

상 에 , A는 역 A 고, PO는 포 포다 에  결 고, B는 역 B 고, Y는 택  결 고, X는 [0298]

체, , 차단 , 는  는  다.

 태양에 , 역 B는 3' - 5' 는 5' - 3'  포 다: i) 역 A  5' 뉴클 시드에  포 포다 에[0299]
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 결 , ii) DNA 는 RNA 뉴클 시드,  들 , DNA 뉴클 시드,  iii) 가  포 포다 에

결 :

5'-PO-B-PO-3' 는 3'-A-PO-B-PO-5'[0300]

가  포 포다 에  결  역 B 뉴클 시드  나 상  다  뉴클 시드,  들 , 나 [0301]

상  DNA 는 RNA 뉴클 시드  결 시키거나, 는 택  결  (Y)에  X( 체,  는

차단 , 는  는  )에 결   다.

 태양에 , 역 B는 3' - 5' 는 5' - 3'  포 다: i) 역 A  5' 뉴클 시드에  포 포다 에[0302]

 결 , ii) 2 내지 10개  DNA 는 RNA 포 포다 에  결  뉴클 시드,  들 , DNA 뉴클

시드,  택  iii) 가  포 포다 에  결 :

5'-A-[PO-B]n-[Y]-X 3'        는     3'-A-[PO-B]n-[Y]-X 5'[0303]

5'-A-[PO-B]n-PO-[Y]-X 3'     는     3'-A-[PO-B]n-PO-[Y]-X 5'[0304]

상 에 , A는 역 A  나타내고, [PO-B]n  역 B  나타내 ,  n  1 내지 10,  들 , 1, 2, 3,[0305]

4, 5, 6, 7, 8, 9 는 10 고, PO는 역 B  X ( 는 재 는 경우 Y) 사  택  포 포다 에  결

다.

 태양에 , 본   식  나에 는( 는 포 는)  공 다:[0306]

5' [ 역 A] - PO - [ 역 B] 3' - Y - X[0307]

5' [ 역 A] - PO - [ 역 B] - PO - 3' - Y - X[0308]

5' [ 역 A] - PO - [ 역 B] 3' - X[0309]

5' [ 역 A] - PO - [ 역 B] - PO - 3' - X[0310]

3' [ 역 A] - PO - [ 역 B] 5' - Y - X[0311]

3' [ 역 A] - PO - [ 역 B] - PO - 5' - Y - X[0312]

3' [ 역 A] - PO - [ 역 B] 5' - X[0313]

3' [ 역 A] - PO - [ 역 B] - PO - 5' - X[0314]

역 B는,  들 , 다  포 거나 다  루어질  다:[0315]

5' DNA 3'[0316]

3' DNA 5'[0317]

5' DNA-PO-DNA-3'[0318]

3' DNA-PO-DNA-5'[0319]

5' DNA-PO-DNA-PO-DNA 3'[0320]

3' DNA-PO-DNA-PO-DNA 5'[0321]

5' DNA-PO-DNA-PO-DNA-PO-DNA 3'[0322]

3' DNA-PO-DNA-PO-DNA-PO-DNA 5'[0323]

5' DNA-PO-DNA-PO-DNA-PO-DNA-PO-DNA 3'[0324]

3' DNA-PO-DNA-PO-DNA-PO-DNA-PO-DNA 5'[0325]

포 트 결  생체 단  연결 는 DNA  RNA  다  뉴클 시드  사    지 야 [0326]

다.  생체 단  뉴클 티드 연결 는,  들 , 실시  7에   여   다.

 태양에 , 본  , 리고 ( 는 연  뉴클 티드 열 는 역 A)  체 ( 는[0327]

역 C)에 결 시키는 생체 단  연결 (생리  안  연결 , 뉴클 아  민감  생리  안  결 , 는

뉴클 아  민감  연결 도 지 ),  들 , 포 트 뉴클 티드 연결 (  들 , 역 B) 는
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티드 연결  포 다.

실시  7에 나타낸 에  단에  민감  여 연결 가 생체 단 지 는 생리  안[0328]

지    다.

본 에  생체 단  연결 는  직,  들 , 간 / 는 신 에  단에 민감 ( , 생리[0329]

 안 ) 연결  말 다.   직에  보 는 단 도는 청에  는 것보다 큰 것  람직

다.  직(  들 , 간 는 신 )  청에  단 (%)  에 당   실시  6에  

다.   태양에 , 본  에 , 생체 단  연결 (생리  안  연결 , 는 뉴클 아  민

감  연결 도 지 ),  들 , 역 B는, 실시  7  간 는 신  균질액 에 , 약 20% 상 단

다,  들 , 약 30% 상 단 다,  들 , 약 40% 상 단 다,  들 , 약 50% 상 단 다,

 들 , 약 60% 상 단 다,  들 , 약 70% 상 단 다,  들 , 약 75% 상 단 다.  

태양에 , 실시  7에  에 사   같 , 청내 단 (%)  약 30% 미만, 약 20% 미만,  들

, 약 10% 미만,  들 , 약 5% 미만,  들 , 약 1% 미만 다.

같거나 다   는  태양에 , 본  에 , 생체 단  연결 (생리  안  연결  는 뉴[0330]

클 아  민감  연결 도 지 ),  들 , 역 B는 S1 뉴클 아  단에  민감 다.  S1 단에

 민감  실시  7에 나타낸 S1 뉴클 아   여 평가   다.   태양에 , 본 

 에 , 생체 단  연결 (생리  안  연결  는 뉴클 아  민감  연결 도 지 ),  들

, 역 B는, 실시  7에 사  에 라 S1 뉴클 아  께 120 간 양  후, 약 30% 상 단

다,  들 , 약 40% 상 단 다,  들 , 약 50% 상 단 다,  들 , 약 60% 상 단 다,

 들 , 약 70% 상 단 다,  들 , 약 80% 상 단 다,  들 , 약 90% 상 단 다, 

들 , 약 95% 상 단 다.

 2 역에  열 택:[0331]

 태양에 , 역 B는 리고뉴클 티드 A  B가 상보   열에    상보  열  [0332]

지 않는다.

 태양에 , 역 B는 리고뉴클 티드 A  B가 상보   열에    상보  열  [0333]

다.   여, 역 A  B는 께  열에 상보  단  연  열    다.

 태양에 , 역 B  염  열 ,  직 는 포 는 포 에 재 는 주  엔도뉴클 아[0334]

 단  ,  엔도뉴클 아  단  공 도  택 다.   여,  

직   -  직  포   단리 ,  역  B에  사   엔도뉴클 아  단

열 , -  포(  들 , 신 )  여 는  포(  들 , 간/간 포)에  우

단   택   다.   여,   에   능  는 직

/ 포에    다.

 태양에 , 역 B는 열 AA, AT, AC, AG, TA, TT, TC, TG, CA, CT, CC, CG, GA, GT, GC, 는 GG  다[0335]

뉴클 티드  포 , 여  C는 5- 틸시 신   고/ 거나, T는 U    다.   태양에

, 역 B는 열 AAA, AAT, AAC, AAG, ATA, ATT, ATC, ATG, ACA, ACT, ACC, ACG, AGA, AGT, AGC, AGG, TAA,

TAT, TAC, TAG, TTA, TTT, TTC, TAG, TCA, TCT, TCC, TCG, TGA, TGT, TGC, TGG, CAA, CAT, CAC, CAG, CTA,

CTG, CTC, CTT, CCA, CCT, CCC, CCG, CGA, CGT, CGC, CGG, GAA, GAT, GAC, CAG, GTA, GTT, GTC, GTG, GCA,

GCT, GCC, GCG, GGA, GGT, GGC,  GGG  트라 뉴클 티드  포 , 여  C는 5- 틸시 신   고

/ 거나, T는 U    다.   태양에 , 역 B는 열AAAX, AATX, AACX, AAGX, ATAX, ATTX, ATCX,

ATGX, ACAX, ACTX, ACCX, ACGX, AGAX, AGTX, AGCX, AGGX, TAAX, TATX, TACX, TAGX, TTAX, TTTX, TTCX, TAGX,

TCAX, TCTX, TCCX, TCGX, TGAX, TGTX, TGCX, TGGX, CAAX, CATX, CACX, CAGX, CTAX, CTGX, CTCX, CTTX, CCAX,

CCTX, CCCX, CCGX, CGAX, CGTX, CGCX, CGGX, GAAX, GATX, GACX, CAGX, GTAX, GTTX, GTCX, GTGX, GCAX, GCTX,

GCCX, GCGX, GGAX, GGTX, GGCX,  GGGX  트라 뉴클 티드  포 , 여  X는 A, T, U, G, C  그

사체  루어진 에  택   고, C는 5- 틸시 신   고/ 거나, T는 U    다.  (천

연) 염  A, T, U, G, C  언  , 들  등가  천연 염  같  는 염  사체(  들 ,

상보  뉴클 시드  염  )     지  것 다.

아미  알킬 간체[0336]

본  , (  들 , 말단 5' 는 3') 아미  알킬,  들 , C6 내지 C12 아미  알킬  포[0337]
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여,  C2  내지  C36  아미  알킬  포 는  안티  LNA  리고  포 는  LNA  리고  간체

공 다.  아미  알킬 는,  들 , (  들어, 보 ) 아미  알킬 포 포 아미다 트  사 여, 

 리고뉴클 티드   LNA 리고 에 가   다.  아미  알킬과 LNA 리고  사

결 는,  들 , 포 포 티 에 트 는 포 포다 에 , 는  들 , 본원에 언  다  뉴클

시드 결   나   다.  아미  알킬 는,  들 , 뉴클 시드 결 ,  들어, 포 포

티 에 트 는 포 포다 에  결 에 ,   들 ,  LNA  리고  5'  는 3'에  공  결  

다.

본  ,  들 , 리고뉴클 티드  첫 째 는 마지막 단계동안, 리고 에 아미  알킬[0338]

 가 는 단계  포 는, LNA 리고  차  ,  들 , 고체상 리고뉴클 티드 

포 는 LNA 리고    공 다.  상   , 체  아미  알킬-LNA 리고  

시키는 단계(  단계)  가  포   다.  체는 당  연결  / 는  ,  택

  본원에   같  체 ,  들 ,  는   포   다.   단계

는 리고 가 고체 지지체에 결 는 동안(  들 , 리고뉴클 티드  후, 고체 지지체  리

고 가  에), 는 어 ( ,  후에)   다.  본  본  리고  에

어 아미  알킬 연결  도  공 다.

/  [0339]

본 , [0340]

a) 다  나가 결 는 [고체상] 리고뉴클 티드  지지체[  3 역]  공 는 단계: i) 연결[0341]

(-Y-); ii) 체, , 차단 , (  들 , 아민 는 알 ) 는  루어진 에

택  (X-); iii) -Y-X ; 

b) 역 B에 어 역 A  [ 차 ] 리고뉴클 티드  단계; / 는[0342]

c)  1 역(A)   2 역(B)  [ 차 ] 리고뉴클 티드  단계,  상   단계에 어 ,[0343]

d) i) 연결 (-Y-); ii) 체, , 차단 , [  들 , 아민 는 알 ] 는  [0344]

루어진 에  택  (X-); iii) -Y-X [  포 는 포 포 아미다 트]  3 역  가 는 단계; 

상  단계에 어 ,

e) [고체상] 지지체  리고   단 는 단계[0345]

 포 는,  리고  ,   들 ,  본   리고   ( 는  ) 는  [0346]

공 , 상   택  다 에  택  가  단계   포 다:

f)  3  가  경우,  시   생  후, 택  연결 (Y)에 ,[0347]

체, 차단  는  에 가 는 단계;

g)  3 역   경우, 택  연결 (Y)에 , 체, 차단  는  에 [0348]

가 는 단계;

h)  3 역  연결 (Y)  경우, 체, 차단  는  연결 (Y)에 가 는 단계[0349]

( , 단계 f), g) 는 h)는 리고뉴클 티드  지지체  리고   단 에 는 [0350]

단에 어  다).   태양에 , 상    포 포 아미다 트  여   

, 라  역 X / 는 역 X 는 역 X  Y는, 리고  내에  에, 포 포 아미다 트

 공   다.  본   -  양태  시 는 도 5 내지 10  참 시 .

본 ,  1 역(A)  택   2 역(B)  [ 차 ] 리고뉴클 티드  단계에 어, 역[0351]

X( 역 C 도 지 ) 는 Y,  들 , 체, , 차단 , , (  들 , 아민 는 알

) 는 (X), 는 -Y-X  루어진 에  택   포 는 역  [포 는 포 포 아미

다 트]  3 역  가  후, [고체상] 지지체  리고   단 는 단계  포 는, 리고

 ,  들 , 본  리고   ( 는 ) 는  공 다.

그러나, 역 X 는 X-Y는 고체 지지체  단  후에 가  도  지 야 다.  는, 상  [0352]

   1 역(A)  택   2 역(B)   후 지지체  리고  단 는 단계, 
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어   3 역,  들 , X 는 X-Y  리고 에 가 는 단계  포   다.   3 역  

가는,  들 , 지지체  단후에, 택  X 는 Y( 재 는 경우)  상  에 , X

는 X-Y 에 결 시키   사   는, (지지체 상에 ) 리고    1 단계에  아미  포

포 아미다 트 단  가  달   다.  단  연결 가 뉴클 티드 역  아닌 태양에 ,

역 B는 -뉴클 티드 단  연결 ,  들 , 티드 연결   , 것  역 X( 역 C 도

지 )     거나 는 역 Y( 는 그  )   다.

상    태양에 , 역 X(  들 , C) 는 (X-Y),  들 , 체(  들어, GalNAc 체)[0353]

는 (  )  포 ,  에 ,  체( 는 역 X 는 X-Y)는  1 

 2  역,   들 ,  아미  결  리고 에  가 다.   아미 는  포 포 아미다 트 에

,  들 , 리고    단계  리고 에 가   다( 에   리고

5' 말단에 아미 가 공  것 다).

 들 , 리고뉴클 티드  마지막 단계동안, 보  아미 -알킬 포 포 아미다 트,  들 ,[0354]

TFA-아미 C6  포 포 아미다 트  (6-(트라 루 아 틸아미 )-헥실-(2-시아 에틸)-(N,N-다

)-포 포 아미다 트)가 사 다.  역 X( 는 본원에  역 C 도 지 ),  들 , 체(  들

어, GalNac 체)는 NHS 에  에    , 어  아미 결  리고 가 가 다.

 들 , N- 드 시 신 미드(NHS)는 역 X( 는 역 C),  들 , 체,  들어, GalNac 

체 에   사   다.

본  본  에   리고  공 다.[0355]

 태양에 , 역 X / 는 역 X 는 역 X  Y는, 포 트 뉴클 시드 결 ,  들 , 포 포[0356]

다 에  는 포 포 티 에 트  포 여 본원에  결 에 , 는 트리아  같  체 

에  역 B에 공  연결(결 )   다.

 태양에 ,  1 역과  2 역 사  뉴클 시드간 결   2 역  첫 째( 는 ) DNA [0357]

는 RNA 뉴클 시드에 결  포 포다 에 거나, 는 역 B는 나 상  포 포다 에  결

DNA 는 RNA 뉴클 시드  포 다.

 2 역 ,  태양에 , 포 포다 에  결   는 가  DNA 는 RNA 뉴클 시드  포  [0358]

다.   2 역  ,  들 , 체, ,  / 는 차단   는  3 역에 공

결 다.

 양태에 , 본   1 역,  들 , 안티  리고뉴클 티드  체 는 , [0359]

들 ,  는 차단  결 시키는  2 역  안  역  공에 다.  상  안  역

나 상  포 포다 에  결  뉴클 시드,  들 , DNA 는 RNA 뉴클 시드,  들 , 1, 2,

3,  4,  5,  6,  7,  8,  9  는  10개  포 포다 에  결  뉴클 시드,   들어,  DNA  는  RNA

포 다.   태양에 , 리고   단 ( 안 ) 연결  포 다.   여, 단  연

결 는 람직 게는 역 B에( 는  태양에 는, 역 A  B 사 에) 재 다.

달리 말 ,  태양에 , 본 , 포 포다 에  결 에  리고뉴클 티드   뉴클 시[0360]

드에  결  나  상  말단(5'  / 는  3')  DNA  는  RNA  뉴클 시드  갖는,  -포 포다 에

결 ,  들 , 포 포 티 에 트 결  리고뉴클 티드(  들 , 안티  리고뉴클 티드)

 공 ,  상  말단 DNA 는 RNA 뉴클 시드는, 택  연결  에 , 체 , 

  는 차단 에 가  공  결 다.

[0361]

본  리고 는 약    에 사   다.  게, 상   약  허 는[0362]

, 담체, 염 는 보  포 다.  WO 2007/031091 는 고 람직  약  허 는 

, 담체  보  공 , 상  특허는 본원에 참고  다.   여량, , 여 경 , 

, 여 , 다  료  병 , 약  도  본원에 참고   WO 2007/031091 에 공 어

다.

도[0363]
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본  리고 는,  들 , 진단, 료    연  시약  사   다.[0364]

연 에 , 상  리고 는 포  실험 동 에  APOB 단 질   특  억 ([0365]

mRNA   는 억  단 질 생  여)  능  는 료 개   

그   평가  진   사   다.

진단에 , 리고 는  , 원  리드  는 사  에 애 포  직에  APOB [0366]

 검 고 량   사   다.

료  경우, APOB    료   는 질  는 질병  갖는 것  는 동  는[0367]

간 , 본 에  리고   여  료 다.  료 는  과량  나 상  본

 리고  는  여 , APOB  과  질  는 질병  갖는 것  거나

상  질  는 질병에 걸리  운 포 동 ,  들 , 간  료 는   공 다.  본 에

 리고 , 체 는 약    과량  여 다.

본   본원에 언   같  질  료   약   , 는 본원에 언   같[0368]

 질  료  ,   같  본   는 체  도  공 다.

본   본원에   같  본 에   / 는 본 에  체 / 는 본 [0369]

에  약   그   는 에게 여 는 것  포 는, 본원에 언   같  질

료 는  공 다.

 [0370]

본 에  리고   타  APOB  돌연변  변 체  과  는 과  질병  [0371]

료에 사   다.

본   본원에 언   같  질 , 질병 는 병태  료   약  에 어 본 [0372]

 도  공 다.

, 본   양태는, 나 상  LNA 단  포 는 APOB에  리고  료 과량[0373]

포 동 에게 여 는 것  포 는, APOB  상   / 는 과  질병  앓고 거나 그에

걸리  운 포 동  료 는 에  것 다.  본 에  리고 , 체 는 약  

 과량  여 다.

본원에 언   같  질  는 질병 ,  태양에 , APOB  는 그 단 질 생  APOB  결[0374]

거나 상 는 에  돌연변    다.  그러므 ,  태양에 ,  mRNA는 APOB

열  돌연변  태 다.

본  미 운 양태는 본원에 언   같  질 , 질병 는 병태  료   약   [0375]

, 본원에   같  리고 ( ) 는 본원에   같  체  도에  것 다.

본   람직 게는 APOB  상   / 는 에  야  질  료 는 [0376]

 사 다.

달리,  태양에 , 본  , 본  리고  는 본  체 는 본  약  [0377]

 그   는 에게 여 는 것  포 는, APOB  상   / 는  처리 는 에

 것 다.

본   약  사  , 본원에   같  리고 ,  는 체에  것[0378]

다.

본   APOB  상   / 는  는 APOB  돌연변  태(  들 , 립  변 체,[0379]

 들어, 본원에 언  질 들  나   변 체)   료   약   , 본원

에   같  ,  는 체  도에  것 다.

, 본  본원에 언   같  질  는 질병  앓고 는 상  료 는 에  것 다.[0380]

료   는 는 질  는 질병  앓고 거나 질  는 질병에 걸리  운 다.[0381]

 태양에 , 본원에 사   같  어 " 료"는  질 (  들 , 본원에 언   같  질[0382]
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는 질병)  료, 는 질  지, ,   다  말 다.  그러므 , 본원에 언   같  료는

 태양에     지  것 다.

 태양에 , 본  고    질병  료    는  포 는 ,[0383]

는 고    질병  료   상   는  사  료 에  것

,  고  언   어 "  질병"  아 경 , 고지질 , 고 ,

가  고 ,  들 , APOB에 능  돌연변  가, HDL/LDL  균 , 상지질

,  들 , 가  고지질 (FCHL), 후천  고지질 , 타틴-  고 , 상동맥 질

(CAD)  상동맥 심  질 (CHD)  루어진 에  택  나 상  질병  말 다.

실시[0384]

리고뉴클 티드[0385]

ApoB  [0386]

리고뉴클 티드 열 티[0387]

[0388]

[0389]

FAM 지 체  갖는 ApoB  [0390]

[0391]

[0392]

마우  실험: 달리 언 지 않는 , 마우  실험  다 과 같    다.[0393]
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량 여  샘 링:[0394]

7 내지 10 주  C57BI6-N 마우  사 , 동 들  연   별  매 시 다(연  1, 2  4에는 암[0395]

컷, 연  3에는 컷).   리 맥에 맥내 주사 다.  간 청 샘 링  , 안  맥  천

공시  액 2 내지 3 울  집 고,   맥  취 다.  청  겔-  청- 리

(그 (Greiner))에 거 고 시 지 냉동시 다.  C57BL6 마우 에게 식염 에  단  량

 1mg/kg ASO( 는 나타낸 양) 는 식염  단독  나타낸 보에 라 맥내 여 다.  여후,  들

, 4 는 7 ( 는 나타낸 시간) 후에 동 들  생시키고, 간  신  샘 링 다.  

RNA 단리  mRNA : 직  mRNA  티진(Qantigene) mRNA 량  키트("bDNA- ", [0396]

믹 /아 트릭 (Panomics/Affimetrix))  사  에 라 사 여 다.  직 

경우, 50 내지 80 mg  직  나  K(Proteinase K)  는 - (1 ml) 에  처리

여 시 다.   RNA 지 않고 bDNA- 에  사 다.    GAPDH   

트는 믹  계  주  다.  시,  에  득   닛  우

키  GAPDH  시 다. 

ALT, AST  에  청 , 10 ㎕  청  사 여, "  그라 400 러 (Cobas[0397]

INTEGRA 400 plus)" 상  랫폼(  다 아그 틱 (Roche Diagnostics)) 상에  다.

 VII  청   량  ,  (BIOPHEN  FVII)    키트(#221304,   드[0398]

(Hyphen BioMed))  사  에 라 사 다.

리고뉴클 티드 량  , - 지  PNA  직  당 리고에 리드 시[0399]

다.  동   게 계량  양  직  사 여 bDNA- 에 사 다.  헤 체는 AEX-

HPLC   검  여 량 다.

실시  1:  [0400]

리고뉴클 티드  4 μ몰 규 에  엑 트 8900/ (Expedite 8900/MOSS) (다  리고뉴클[0401]

티드  시 )  상에  포 포 아미다 트 근  여 우리   지지체 상에  다.

 마지막에, 실 에  1 내지 2 시간동안  암 니아  사 여 리고뉴클 티드  고체 지지체

 단 고, 65 ℃에  16 시간동안  탈보 시 다.  리고뉴클 티드  역상 HPLC(RP-HPLC)  고

UPLC에  특 시키고, ESI-MS   질량  가  다.  보다 상  내   참 시 .

리고뉴클 티드  연[0402]

β-시아 에틸-포 포 아미다 트  커 링(DNA-A(Bz),  DNA-G(ibu),  DNA-C(Bz),  DNA-T,  LNA-5- 틸-C(Bz),[0403]

LNA-A(Bz), LNA-G(dmf), LNA-T 는 C6-S-S 연결 ) ,  아 니트릴  0.1 M  5'-O-DMT-보

 아미다 트  아 니트릴(0.25  M)  DCI(4,5-다 시아 미다 )  액  사 여 다.

 주 에,  상업  시 는  C6-결   포 포 아미다 트  DCM  에  0.1  M

사 다.  포 포 티 에 트 결  도   티 는 산  탄(아 니트릴/ 리  9:1  0.01

M)  사 여 다.  포 포 다 에  결  THF/ 리 / (7:2:1)  0.02 M 드  사 여

도 다.  나 지 시약들   리고뉴클 티드 에 사 는 것들 다.  고체상 후 

 , 상업  시 는 C6 아미 연결  포 포 아미다 트  고체상  마지막 주 에 사 고,

탈보   고체 지지체  단 후에 아미 결  탈보  리고뉴클 티드  단리 다.  체는

   여  에  도 다.

RP-HPLC에  :[0404]

   주 (Phenomenex Jupiter) C18 10μ 150x10 mm 컬럼 상에   RP-HPLC에  [0405]

다.  0.1 M 암 늄 아 트(pH 8)  아 니트릴  5 mL/  량에   사 다.  집

 들  동결건 시     색 고체  득 다.

약 :[0406]

DCI:      4,5-다 시아 미다[0407]

DCM:      다 클 탄[0408]
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DMF:      다 틸폼아미드[0409]

DMT:      4,4'-다 시트리틸[0410]

THF:      트라 드 란[0411]

Bz:       [0412]

Ibu:      티릴[0413]

RP-HPLC:  역상 고 능 액체 크 마 그래[0414]

실시  2: LNA 안티  리고뉴클 티드  계[0415]

실시   도 에   리고  사 다.  열 는 실시   도  체에 걸쳐 사  식별 다.[0416]

[0417]

실시  3: 생체내에  - 체에  ApoB mRNA  다운[0418]

C57BL6/J 마우 에게 단  량  식염  는 1 mg/kg  LNA-안티  리고뉴클 티드(#3) 는 상[0419]

 연결 에 에  LNA 안티  리고뉴클 티드 동몰량  주사 고,  에 라  

1 내지 10 에 생시 다.  RNA  간  신  단리 고, ApoB 특  라    사 는

qPCR에 시  ApoB mRNA 다운에  다.

결 : 포 포다 에 -주쇄( 열  4  5)  갖는 2 는 3개  DNA  루어진 연결 에  ApoB LNA[0420]

안티  리고뉴클 티드에   ApoB  간 특  다운에  택  나타내었다(도

11).  것   ( 열  3)에  뿐 아니라, 안  연결 ( 열  4)  다 드 연

결 ( 열  5)   체에  간 직에  ApoB mRNA 다운  가  능  간,  신

 직에  열  6  7  는  낮  다운  미 다.

재료  :[0421]
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실험 계:[0422]

[0423]

량 여.  도착시 약 20 g  C57BL/6JBom 암컷 동 에게 식염 에   10 ml/kg BW(  0  체[0424]

에 라) 는 식염  단독  상  에 라 여 다.

간  신  직  샘 링.  70% CO2 - 30% O2  사 여 동  마취시키고 상  에 라 경  탈골에 [0425]

생시 다.  큰 간엽    1개  신  게 고 RNAlater에 지시 다.

체 RNA 단리  1차 가닥 .  키아겐(Qiagen) RNeasy 키트(키아겐 탈 그  74106)  사  지시[0426]

에 라 사 여 RLT-   재 에 드- 링에  균질   30 mg  직  체 RNA

 다.  1차 가닥  암 (Ambion)  역 사  시약  사  지시에 라 사 여

다.

각각  샘 에  ,  0.5  ㎍  체  RNA  RNase   H2O(10.8  ㎕)  고,  2  ㎕   십량체[0427]

(decamer)(50 μM)  4 ㎕ dNTP (각각  dNTP 2.5 mM)과 고, 70 ℃  3 간 가열  후 샘

얼 에  신  냉각시 다.  2 ㎕  10x  RT, 1 ㎕ MMLV 역 사 (100 U/㎕)  0.25 ㎕ RNase 억

(10 U/㎕)  각각  샘 에 첨가  후, 42 ℃에  60 동안 양 고, 95 ℃에  10 동안  열 

시킨 다 , 샘  4 ℃  냉각시 다.  cDNA 샘  1:5  시키고 택맨 트 니  PCR 마

믹  2x(Taqman Fast Universal PCR Master Mix 2x, 어 라 드 시 (Applied Biosystems) 탈 그
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 4364103)  택맨   (mApoB, Mn01545150_m1  mGAPDH #4352339E)  사  

에 라 사 여 RT-QPCR에 고, 어 라 드 시  RT-qPCR (7500/7900 는 ViiA7)에  고

 드  처리 다.

실시  4. 상  체  사  ApoB mRNA  생체내 [0428]

ApoB  에  상     연결   사  , - 단  연결  는 생체[0429]

단  연결 (다 티 (SS) 는 포 포다 에  주쇄(PO)  갖는 2개 DNA 뉴클 티드)  사 여 열

 3  GalNAc, 폴산, FAM 는 에 시 다.  , GalNAc  GalNac ( 체 2a)과 

다.  C57BL6In 마우  식염   는 단  량  1 는 0.25 mg/kg  ASO 체  맥내 처

리 다.  7  후에, 동 들  생시키고, RNA  간  신  샘  단리 고, ApoB mRNA 에  

다(도 15).

결 :  DNA/PO-연결 (#26)에  ApoB  에   신 에   감 시키  [0430]

ApoB (#3)에  간에  ApoB 다운  가시 다(도 15a  b ).  것  ApoB  신

 간  다시보내는  능  가리킨다.  - 단 (#24)  SS-연결 (#25)는  직 에

었다.  - 단 (#17)  생체 단  DNA/PO 연결 (#19)  -GalNAc 체는 간에   개

시키  신 에   (#3)   보 시키는 경  나타내었다.  SS-연결  도   직

에   감 시 다(도 15a  b ).  상  GalNAc 체,  들 , -GalNAcPO(#19) 

GalNac (#20)  도  간 는 신 에  맞 고   미   가능 게 다(도

15c).  단  DNA/PO-연결 ( 열  16  23)  폴산  FAM 체는  (3)에 게 

다.  여 ,  - 단 (14  21) 는 SS-연결 (15  22)  도   직 에   

감 시킨다(도 15a  15b ).

재료  :[0431]

실험 계:[0432]

[0433]
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[0434]

량 여  샘 링.  C57BL6 마우 에게 식염 에  단  량  1 mg/kg 는 0.25 mg/kg  ASO 는[0435]

식염  단독  상  에 라 맥내 여 다.  여 7  후에 동 들  생시키고, 간  신  샘 링

다.  RNA 단리  mRNA .  체 RNA  간  신  샘  고, 지 DNA  여

ApoB mRNA  다.

실시  5:  - 간  연[0436]

본 연  주  -ApoB  LNA    사 몰 (cynomolgus)  원 에게 단  지연 볼루[0437]

(bolus) 주사   후 7 주동안 택  지질 마커  사 고 원 에   재  독  평가 는

것 었다.  본 연 에 사   0.625  2.5 mg/ml   도  균 식염 (0.9%)에   열

 7, 20, 28  29 었다.

24개월 상  암컷 원  사 , 돗 에 게 근 게 , 180 g  OWM(E) SQC SHORT[0438]

 사료(다 어트엑  랑 (Dietex France), SDS, 랑  생 그라시엔 재)  동 마다 매  

다.  각 우리에  사료  량  그 날에 우리안  동  에 라 계산 다.  , 과  는 채

각각  동 에게 매  공 다.  동 들  처리 간  시  14  상  간동안 연  건에 

시 다.   간동안, -처리 사  다.  동 들에게,  들 , 0.25 mg/kg 는 1 mg/kg  

량  맥내 여 다.  량 는 0.4 mL/kg 었다.   당 2마리  동  사 다.  3주 후에, 

 고,  거나 낮  량  여  2  동 들  개시   다 -  량 

 0.5 mg/kg  1 mg/kg 거나 는 첫 째  트에  것보다 낮다.

여   1 에 1  여 다.  동 들  처리후 7주  간동안 찰 ,  51 에 연 에  [0439]

었다.   1  처리 간  첫날에 당 다.  상 찰결과  체   식  취 (  당)  연

  연 동안 다.

 시 들에  액  샘 링 고 다:[0440]

[0441]

RCP = 통상  상 병리 , LSB = 간 안  생 , PK = 약동 , OA = 타 , L = 지질.[0442]

액 생[0443]
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 라미 들  에 나타낸 경우에 든 생  동 들에  다:[0444]

- 체 생  (   ) -  -8, 15  50 에,[0445]

- 간 안 (ASAT, ALP, ALAT, TBIL  GGT 만) -  4, 8, 22  36 에,[0446]

- 지질 (  , HDL-C, LDL-C  트라 리 라 드)  Apo-B 만 -  -1, 4, 8, 22, 29, 36[0447]

 43 에.

액(약 1.0 mL)  리튬 헤 린  내에 채 다(ADIVA 1650 액 생   사 ): Apo-B, 나트 ,[0448]

, 클 라 드, ,  , 루 , HDL-C, LDL-C, 우 아, 크 아티닌,  리루 (TBIL),  

, 트라 리 라 드, 알 리  포 타 (ALP), 알라닌 아미 트랜 라 (ALAT), 아 트 아미

트랜 라 (ASAT), 크 아틴 키나 , 감마- 루타  트랜 라 (GGT), 락 트 드 게나 ,  단

질, 알 민, 알 민/ 린 .

액 : ApoB   액 샘  -8, -1, 4, 8, 15, 22, 29, 36, 43  50 에  1 내지 16  동[0449]

( , -PCSK9  처리  동 ) 만 집 다.  맥 (약 2 mL)  각 동   맥

청 단 (SST) 내  채 고, 실 에  60 ± 30  상동안 고시 다.  액  냉  건(+4 ℃

지 도  ) 에 1000 g에  10 동안 원심 리 다.  청  3개  개개  고, ELISA 

(사 몰  원  샘 에  승 ,  큘  (Circulex  Human)  PCSK9  ELISA  키트,  CY-

8079)  여 시 랩 랑 (CitoxLAB France)에   지 -80 ℃에  다.

타 : WO 2010142805 는 다     공 다: qPCR, ApoB mRNA .  타 는[0450]

ApoB 단 질 ELISA, ELISA( 아(Mercodia)  10-1106-01)  사  청 Lp(a) , 직  

리고뉴클 티드 (약  량), 샘 , -  QC-샘  , ELISA에  리고뉴클 티드 량

 포 다.

실시  6: 래트에  간  신  독  평가[0451]

본   ,  들 , 마우  는 래트에  그  독  에  평가   다.  [0452]

,     다: 타 (Wistar Han) Crl:WI(Han)  약 8 주 에  사 다.  상

연 에 ,  컷  약  250  g  계량 어야  다.   든  동 들  SSNIFF  R/M-H   지  사료(SSNIFF

Spezialdiaten  GmbH,  독  에 트  재)   병에  담  돗 (0.22  ㎛   여과 )에  게

근시 다.  10  40 mg/kg/ 량  량  (  여),  1   8 에 여 다.  동

들   15 에 안락사시 다.  변  액 샘   7  14 에 집 다.  상 병리  평가는  14

에 다.  체  연  에, 여 첫날에,  검 1 주 에 다.   당 사료 는 매

평가 다.  액 샘  6 시간 식 후에 리 맥에  취 다.  다  청  다: 

, 평균 포 , 압  포 , 헤 , 평균 포 헤  도, 평균 포 헤 , 

, , 포 태에   , 망상 , 나트 , , 클 라 드, ,  , 

루 , 우 아, 크 아티닌,  리루 ,  , 트라 리 라 드, 알 리  포 타 , 알라닌

아미 트랜 라 , 아 트 아미 트랜 라 ,  단 질, 알 민, 알 민/ 린 .  변검사

다: α-GST,  β-2  마 크 린(Microglobulin),  (Calbindin),  클루 린(Clusterin), 시

타틴(Cystatin) C, KIM-1, 폰틴(Osteopontin), TIMP-1, VEGF  NGAL.  7개 ( , 클루

린, GST-α, KIM-1, 폰틴, TIMP-1, VEGF)   1( 리 (MILLIPLEX, 등 상 ) MAP 래트 신

독   드  1(Rat Kidney Toxicity Magnetic Bead Panel 1), RKTX1MAG-37K) 에  량 다.  3

개  (β-2  마 크 린, 시 타틴 C, 리포 린-2/NGAL)   2( 리 (등 상 ) MAP 래트

신  독   드  2, RKTX2MAG-37K) 에  량 다.  래트  변에  상  마커들  도

   루미 (Luminex) xMAP(등 상 )   다.  -α-GST/β-2 마 크

린/ /클루 린/시 타틴 C/KIM-1/ 폰틴/TIMP-1/VEGF/NGAL 체   미  2개  상

  염료  컬러- 드 다.  다  라미  다(ADVIA 1650   변): 단 질, 

 크 아티닌.   량  라미 :  ,  pH(10- 티 틱 (Multistix)  SG  검사  트립/클린 크(Clinitek)

500 변  사 ), ( 계 사 ).  - 량  라미 (10- 티 틱  SG 검사 트립/클린 크 500

변  사 ): 단 질, 루 , , 리루 , 니트라 트, 액, 우 리 겐,  포 (

미경 검사에 ).   라미 : , 색.  생시킨 후, 체   신 , 간   량  고,

  체   계산 다.  신   간 샘  취 고, 냉동시키거나 는 포 말린에 다.  미
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경  다.

실시  7: FAM 지 체  갖는 ApoB   [0453]

[0454]

는 LNA 뉴클 시드(  들 , 타-D- 시 LNA) 고, 는 DNA 뉴클 시드 다.  아래첨  s는[0455]

포 포 티 에 트 뉴클 시드간 결  나타낸다.  LNA 시 신  택  5- 틸 시 신 다.

상  DNA/PO-연결  갖는 FAM- 지  ASO  S1 뉴클 아  , 간 는 신  균질액, 는 청 에[0456]

시험 내 단에 다.

상  DNA/PO-연결  갖는 FAM- 지  ASO 100 μM  뉴클 아  (60  U pr. 100 ㎕) 에  20 [0457]

 120  동안 S1 뉴클 아 에  시험 내 단에 다(   참 ).    EDTA  액

에 첨가  지시 다.  어 , 액 , (Dionex) DNApac p-100 컬럼  pH 7.5에  10 mM

 1 M 지  나트  트  여  얼티 트(Dionex Ultimate) 3000 상에  AIE

HPLC 에 다.  단  단 리고뉴클 티드  량 , 615 nm에   검   260 nm에

 UV 검   다 사 여 에  다.

[0458]

결 : PO 연결 ( 는 본원에  지 는  같  역 B)는 체( 는  C)  단시키 , 연결  [0459]

/ 는 열   다 역 B  산  단에  민감    사   다.  DNA/PO-

연결  열  뉴클 아  S1 에  20 후에 보 듯  단 도    다.  그러므 , 

역 B(  들 , DNA/PO-연결 )에  열 택   여 청   직  포 내에  단 

   다.

간,  신   청  열  32  리고뉴클 티드  200  ㎍/g  직  도  킹 다(  [0460]

참 ).  NMRI 마우  집  간  신  샘  균질  (0.5% 게 (Igepal) CA-630, 25 mM 트리

(pH 8.0), 100 mM NaCl(pH 8.0, 1 N NaOH  )) 에  균질 시 다.  균질액  37 ℃에  24 시간동안

양  후에, 균질액  -클 폼  다.  간  신   청    단

 단 리고뉴클 티드  량  상  HPLC  여 에  다.

[0461]

결 : PO 연결 ( 는 본원에 언   같  역 B)는 간 는 신  균질액  리고뉴클 티드[0462]

체( 는  C)  단  야 지만, 청 에 는 그 지 않다.  주 : 상  에  단  단  연

결  단  말 , 리고  는 역 A는 능  상 지 않고 지 어야 다.

실시  7에 나타낸 에  단에  민감  여 연결 가 생체 단 지 는 생리  안[0463]

지    다.

실시  8: 생체내에  GalNAc- 체 에 ApoB mRNA  다운, 직 량   [0464]
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[0465]

[0466]

는 LNA 뉴클 시드(  들 , 타-D- 시 LNA) 고, 는 DNA 뉴클 시드 다.  아래첨  s는[0467]

포 포 티 에 트 뉴클 시드간 결 ( 역 A)  나타낸다.  LNA 시 신  택  5- 틸 시 신 다.

2PO 연결 ( 역 B)는 열 역 A에  5' 고, 포 포다 에  결 에  결  2개  DNA 뉴클 시

드  루어지 , 역 A  3' DNA 뉴클 시드  역 A  5' LNA 뉴클 시드 사  뉴클 시드간 결

  포 포다 에 다.  결 (Y)  사 여, 재 는 경우, 체  역 B 는 A( 열

7, 20  30)에 결 시킬  다.  C57BL6/J 마우 에게 단  량  식염  는 0.25 mg/kg   LNA-

안티  리고뉴클 티드( 열  3) 는 동몰량 , GalNAc 1, GalNAc 2 는 (2PO)에 

LNA 안티  리고뉴클 티드  맥내 는  주사 고,  (실험 계)에 라  1 내지 7 에

생시 다.

RNA  간  신  단리 고, ApoB 특  라    사  qPCR에 여 ApoB mRNA [0468]

다운에  다.  리고뉴클 티드 량  ELISA  여 , 청내  

 다.

결 : ApoB  LNA 안티  리고뉴클 티드에  GalNAc 1   GalNAc  2( 열  30  20)는 [0469]

ApoB LNA보다 우  ApoB mRNA  다운  나타내었다(도 16).  GalNAc 1  경우, 체( 열  30)는 

맥내 여가  여보다 우  것  보 는 , 것   다  GalNac 에   경우가 보고 었

에 라운 것 다(Alnylam, 8th Annual Meeting of the Oligonucleotide Therapeutics Society).   

 는 GalNac  체( 열  30  20)가 맥내   여  다에    

 ( 열  7)보다 우  과  어떻게 공 는지  보여 다(도 17a  b).  리고뉴클 티드

 직내 량(도 18a 내지 f)  체가  에  신 에 는  낮   공  어떻게

간에   시키는지  보여 다.  것  맥내   여  다에  지 다.  맥내 여시,

GalNAc 1( 열  30)  GalNAc 2( 열  20)에  간에  훨씬  큰  공 지만,   

 에  우  에 GalNAc 2 체는 GalNAc 1 체보다   특   도 는 것

 보여, 약동   갖지 않는 GalNAc 체가 LNA 안티  리고뉴클 티드에 특    

 시사 다.

재료  :[0470]
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실험 계:[0471]

[0472]

량 여.  도착시 약 20 g  C57BL/6JBom 암컷 동 에게 식염 에   10 ml/kg BW(  0  체[0473]

에 라) 는 식염  단독  상  에 라 맥내 는  여 다.

간  신  직  샘 링.  70% CO2 - 30% O2  사 여 동  마취시키고 상  에 라 경  탈골에 [0474]

생시 다.  큰 간엽    1개  신  게 고 RNAlater에 지시 다.  간  나 지 과 나 지

신  냉동시키고 직 에 사 다.

체 RNA 단리  1차 가닥 .  키아겐 RNeasy 키트(키아겐 탈 그  74106)  사  지시에 라[0475]

사 여 RLT-   재 에 드- 링에  균질   30 mg  직  체 RNA  

다.  1차 가닥  암  역 사  시약  사  지시에 라 사 여 다.

각각  샘 에 , 0.5 ㎍  체 RNA  RNase  H2O(10.8 ㎕)  고, 2 ㎕  십량체(50 μM)[0476]

 4 ㎕ dNTP (각각  dNTP 2.5 mM)과 고, 70 ℃  3 간 가열  후 샘  얼 에  신  냉

각시 다.  2 ㎕  10x  RT, 1 ㎕ MMLV 역 사 (100 U/㎕)  0.25 ㎕ RNase 억 (10 U/㎕)  각각

 샘 에 첨가  후, 42 ℃에  60 동안 양 고, 95 ℃에  10 동안  열 시킨 다 , 샘

 4 ℃  냉각시 다.  cDNA 샘  1:5  시키고 택맨 트 니  PCR 마  믹  2x(어 라 드
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시  탈 그   4364103)   택맨    (mApoB,  Mn01545150_m1   mGAPDH

#4352339E)  사  에 라 사 여 RT-qPCR에 고, 어 라 드 시  RT-qPCR 

(7500/7900 는 ViiA7)에  고  드  처리 다.  간  신 내 리고뉴클 티드 량  샌드

ELISA 에  다.

청내  :  생  직 에, 청  , S- 트 청-겔(S-monovette Serum-Gel) [0477]

알(사 트(Sarstedt), 독  눔 트 재)  사 여 후안  공동(retro-orbital sinus) 액  거

다.  ABX 트라  CP(ABX Pentra Cholesterol CP, 트리 랩(Triolab), 마크  재)

사  지시에 라 사 여 청   에  다.

도

도 1
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도 2
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도 3
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도 4
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도 5

도 6
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도 7

도 8
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도 9

도 10
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도 11

도 12a
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도 12b

도 12c
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도 12d
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도 12e

도 12f
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도 13a

도 13b
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도 13c

도 13d
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도 14

도 15a

도 15b
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도 15c

도 16

도 17a
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도 17b

도 18a

도 18b
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도 18c

도 18d

도 18e
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도 18f

 열  

                       

<110>  ROCHE INNOVATION CENTER COPENHAGEN A/S

 

<120>  ANTI APOB ANTISENSE CONJUGATE COMPOUNDS

<130>  1142WO

<140>  PCT/EP2013/073859

<141>  2013-11-14

<150>  EP12192773.5

<151>  2012-11-15

<150>  EP13153296.2

<151>  2013-01-30

<150>  EP13157237.2

<151>  2013-02-28

<150>  EP13174092.0

<151>  2013-06-27

<160>  36    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  13

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Oligonucleotide sequence motif

<400>  1

gcattggtat tca                                                          13
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<210>  2

<211>  12

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  Oligonucleotide sequence motif

<400>  2

gttgacactg tc                                                           12

<210>  3

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>

  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  3

gcattggtat tca                                                          13

<210>  4

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)
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<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' cholesterol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  4

gcattggtat tca                                                          13

<210>  5

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' disulphide linked cholesterol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  5

gcattggtat tca                                                          13

<210>  6

<211>  16

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate
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<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'cholesterol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(16)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(5)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (14)..(16)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  6

tcagcattgg tattca                                                       16

<210>  7

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'cholesterol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  7

cagcattggt attca                                                        15
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<210>  8

<211>  14

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'cholesterol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(14)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(3)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (12)..(14)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  8

agcattggta ttca                                                         14

<210>  9

<211>  16

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223

>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(16)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(5)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C
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<220><221>  misc_feature

<222>  (14)..(16)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  9

tcagcattgg tattca                                                       16

<210>  10

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  10

cagcattggt attca                                                        15

<210>  11

<211>  14

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature
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<222>  (2)..(14)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(3)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (12)..(14)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  11

agcattggta ttca                                                         14

<210>  12

<211>  16

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(16)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(5)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (14)..(16)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  12

gacgcattgg tattca                                                       16

<210>  13

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

공개특허 10-2015-0083920

- 75 -



<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  13

gcattggtat tca                                                          13

<210>  14

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' folic acid conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  14
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gcattggtat tca                                                          13

<210>  15

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' disulphide linked folic acid conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  15

gcattggtat tca                                                          13

<210>  16

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' folic acid conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)
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<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  16

cagcattggt attca                                                        15

<210>  17

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' mono galnac conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  17

gcattggtat tca                                                          13

<210>  18

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages
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<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' disulfide linked mono galnac conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  18

gcattggtat tca                                                          13

<210>  19

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' mono galnac conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  19

cagcattggt attca                                                        15

<210>  20

<211>  13

<212>  DNA
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<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' galnac cluster conjugate (e.g. conj2a)

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  20

gcattggtat tca                                                          13

<210>  21

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  21
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gcattggtat tca                                                          13

<210>  22

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' disulphide linked 5FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  22

gcattggtat tca                                                          13

<210>  23

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)
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<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  23

cagcattggt attca                                                        15

<210>  24

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' tocopherol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  24

gcattggtat tca                                                          13

<210>  25

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages
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<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' disulphide linked tocopherol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  25

gcattggtat tca                                                          13

<210>  26

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'tocopherol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  26

cagcattggt attca                                                        15

<210>  27

<211>  12

<212>  DNA
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<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(12)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(12)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  27

gttgacactg tc                                                           12

<210>  28

<211>  14

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5 cholesterol conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(14)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  LNA nucleosides

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(14)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  28

cagttgacac tgtc                                                         14

<210>  29
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<211>  12

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(12)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5 galnac cluster conjugate (e.g. conj2a)

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(12)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  29

gttgacactg tc                                                           12

<210>  30

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5 galnac cluster conjugate (e.g. conj1a)

<220><221>  misc_feature
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<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  30

gcattggtat tca                                                          13

<210>  31

<211>  12

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(12)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5 galnac cluster conjugate (e.g. conj1a)

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(12)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  31

gttgacactg tc                                                           12

<210>  32

<211>  16

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(16)
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<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(5)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (14)..(16)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  32

tcagcattgg tattca                                                       16

<210>  33

<211>  15

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(15)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(15)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  33

cagcattggt attca                                                        15

<210>  34

<211>  14

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate
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<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5'FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(14)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(3)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (12)..(14)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  34

agcattggta ttca                                                         14

<210>  35

<211>  16

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(16)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(5)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (14)..(16)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  35

gacgcattgg tattca                                                       16
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<210>  36

<211>  13

<212>  DNA

<213>  artificial

<220><223>  LNA antisense gapmer oligonucleotide conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223>  phosphorothioate lnternucleoside linkages

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(2)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(1)

<223>  5' FAM conjugate

<220><221>  misc_feature

<222>  (11)..(13)

<223>  LNA nucleosides, LNA C are 5-methyl C

<400>  36

gcattggtat tca                                                          13
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