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Linh vwe k¥ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chit bao gdbm oligome d6i nghia, thé lién hop
oligonucleotit déi nghia ciia né nhim dich ARN thong tin Proprotein Convertaza
Subtilisin/Kexin typ 9 (PCSK9) & t& bao, 1am giam mirc biéu hién ciia PCSK9. Sy biéu
hién giam ctua PCSK9 14 c6 lgi dbi v6i nhiéu réi loan y hoc, nhu ching tang cholesterol
huyét va céc rdi loan lién quan. Sang ché con d cap dén duoc phdm chira hop chét nay,
phuong phép in vitro lam giam mirc biéu hién va/hoic hoat tinh ctia PCSK9, va phuong

phap san xuit hop chit va thé lién hop nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Proprotein Convertaza subtilisin/kexin typ 9 (PCSK9) da ndi 1én nhu 1a dich tri
litu d& lam giam lipoprotein cholesterol ty trong thip (low-density lipoprotein
cholesterol - LDL-C). PCSK9 lam ting sy phén hiry cua thu thé LDL, din dén mirc
LDL-C cao & céc ca thé c6 hoat tinh PCSK9 cao.

Lindholm va cac ddng tac gia, Molecular Therapy (2012); 20 2, 376-381 da thong
béo rang hai LNA oligonucleotit d6i nghia nham dich PCSK9, 1am giam lién tuc muc
LDL-C & dong vat linh truong khong phai nguoi sau lidu nap (20 mg/kg) va bén lidu
duy tri hang tudn (5 mg/kg). Céc hop chét duoc st dung 1a 14mer SPC5001 (SEQ ID
NO 1) va 13mer SPC4061. SPC5001 ciing duge boc 16 trong WO 2011/009697. Hi¢u
luc ctia cac chét e ché PCSK9 nay duge cho 1a do ching co chiéu dai ngin (Krieg va
cac ddng tac gia, Molecular Therapy Nucleic Acids (2012) 1, €6).

WO 2007/146511 da thong bao vé (LNA) gapme oligonucleotit d6i nghia hai vong
mach ngin, oligonucleotit ndy dudng nhu c¢6 hoat luc 16n hon va it doc hon so v61 hop
chit mach dai hon. Céc hop chét dugc 14y vi du duong nhu c6 chiéu dai 14 nucleotit.

Theo van Poelgeest va cac ddng tac gia, (American Journal of Kidney Disease,
2013 Oct;62(4):796-800), viéc str dung LNA oligonucleotit d6i nghia SPC5001 trong

cac thir nghiém 1adm sang trén ngudi c6 thé gay t6n thuong than cp.

-2-



35809

Theo EP 1984 381B1, Seth va cac ddng tac gia, Nucleic Acids Symposium Series
2008 No. 52 553—554 va Swayze va cac dong tic gia, Nucleic Acid Research 2007, vol
35, pp687 — 700, LNA oligonucleotit gdy doc dang ké cho gan & dong vat. Theo WO
2007/146511, ddc tinh cia LNA oligonucleotit ¢ thé tranh duoc bang cach st dung
LNA gapme ngin c6 chiéu dai khoang 12 — 14 nucleotit. EP 1 984 381B1 dé xuét viéc
st dung nucleotit hai vong dugc thé & vi tri 6 dé 1am giam kha niing gy doc cho gan
cua LNA oligonucleotit. Theo Hagedorn va cac ddng tac gia, Nucleic Acid Therapeutics
2013, kha niing gy doc cho gan cia oligonucleotit ddi nghia c¢6 thé du doan dugc tir
trinh tu va kiéu cai bién cua no.

Thé lién hop oligonucleotit d& danh gia duoc xem xét k§ ludng dé str dung trong
siARN, trong d6 ching con dugc xem la thiét yéu dé thu duoc du hoat luc in vivo. Vi
du, xem WO 2004/044141 dé cap dén hop chét oligome dugc cai bién c6 tac dung diéu
bién mirc biéu hién gen thong qua con dudng can thiép ARN. Hop chét oligome bao
gdm mot hogic nhiéu gbc lién hop c6 thé cai bién hoic ting cudng tinh chét dugc dong
hoc va duoc luc hoc ctia hop chat oligome gén vao.

WO 2012/083046 d3 thong bao vé gbc nhim dich chat didu bién dugc dong hoc
nhom galactoza ctia siARN.

Tréi lai, oligonucleotit d6i nghia sgi don thudng dugc sit dung dé tri liéu ma khong
duoc lién hop hodc bao ché theo cong thirc. M6 dich chinh cta oligonucleotit d6i nghia
la gan va than, méc du nhiéu md khéc cling c6 thé tiép can duogc theo cach dbi nghia, ké
ca hach bach huyét, 14 14ach, va tiy xuong.

WO 2005/086775 d2 cap dén viéc phan phéi theo dich céc chét tri liéu dén cac co
quan cu thé st dung gbc hoa hoc tri liéu, thanh phan lién két phan cét dugc va mién gin
nhan. Thanh phﬁn lién két phén cat duge cb thé 1, vi dy, nhom disulfua, peptit hodc
mién oligonucleotit phan c4t duoc bing enzym giéi han.

WO 2011/126937 d cap dén viéc phan phdi oligonucleotit ¢6 dich ndi bao thong
qua viéc lién hop vé6i phdi tir phan tir nho.

WO 2009/025669 d& cap dén thanh phén lién két dang polyme (polyetylen glycol)
chira gbc pyridyl disulfua. Cling xem tai liéu ctia Zhao et al., Bioconjugate Chem. 2005
16 758 —766.

Chaltin va cac ddng tac gia, Bioconjugate Chem. 2005 16 827 - 836 da thong bao

vé viéc mono- di- va tetrame oligonucleotit dugc cai bién bang cholesterol dugc st dung
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dé két hop oligonucleotit d6i nghia vao cation liposom, d8 tao ra hé phan phdi téa nhanh.

Cholesterol dugc lién hop v6i oligonucleotit thong qua thanh phan lién két lysin.

Céac thé lién hop cholesterol khong phén c&t da duge st dung dé lam dich cia
siARN va antagomir vao gan — xem vi dy, Soutscheck va cac ddng tac gia, Nature 2004
vol. 432 173 — 178 va Kriitzfeldt va c4c ddng tac gia, Nature 2005 vol 438, 685 — 689.
DPbi voi siARN va antagomir dugce phosphothiolat mot phén, viéc st dung cholesterol

lam thuc thé dich & gan duoc thdy 1a cAn thiét dé thu duoc hoat tinh in vivo.

Ban chét ky thuit clia sing ché

Muc dich ctia sang ché 1a d& xuét hop chét dbi nghia nhdm dich PCSK9, ¢6 hiéu
qua nhu SPC5001, nhung c6 nguy co gy doc giam, cu thé, doc tinh ddi véi than giam.
Hop chét theo sng ché 1 chét trc ché PCSK9 hiéu nghiém va khdng gy doc, hitu dung
trong didu tri chimg ting cholesterol huyét va cac rdi loan lién quan.

Theo séng ché, muc dich nay dat duoc bang céach x4c dinh trinh ty PCSK9 méi &
ngudi, ddc biét hiéu qua lam dich, khi st dung phuong phép d6i nghia (SEQ ID NO 33
va SEQ ID NO 34), ciing nhu c4c bién thé c6 mach dai hon cia trinh ty SPC5001 ma
giit dugc hodc cai thién hoat luc rd rét cia SPC5001 ma khong gay ddc. Oligonucleotit
d6i nghia theo sang ché ¢6 thé dugc cai thién thém khi st dung & dang thé lién hop, ma
da dugc phét hién thdy 12 1am ting cuong dang k& chi sb tri liéu ctia oligonucleotit dbi
nghia LNA.

Dé dat duge muc dich trén ddy, theo mdt phuong an, sang ché d& xuit oligome c6
thé ¢6 chidu dai nam trong khoang tir 10 dén 22, nhu tir 12 dén 18 nucleotit, bao gbm a)
trinh tw 1ién k& gébm 10 — 16 nucleotit bd trg v6i doan c6 chibu dai twong ting ctia SEQ
ID NO 33 hoic 34 hoic 45, hodc b) trinh tu lién k& gdm 16 nucleotit bd tro v6i doan c6
chidu dai twong tng ctia SEQ ID NO 31.

Sang ché cling dé xuét thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bao gébm oligome theo
sang ché, va it nhat mot gbc khong phai nucleotit hodc khong phai polynucleotit lién két
cOng hoa tri v6i oligome nay.

Séang ché ciing dé xuét thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bao gbm oligome (A)
theo sang ché, va it nhét mot gbc khong phai nucleotit hodc khong phai polynucleotit
duoc lién két cong hoa trj v6i oligome (C) nay, tiry y thong qua ving lién két (B va/hoic

Y) nim giita trinh ty lién ké ctia oligome va goc lién hop.
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Theo mdt sb phuong 4n, sang ché ciing d& xuat thé lién hop oligonucleotit ddi
nghia bao gbm oligome c6 chiéu dai 10 — 22, nhu 12 - 18 nucleotit, trong d6 oligome
nay bao gdm a) trinh tu 1ién k& gém 10 — 16 nucleotit bd tro v6i doan c6 chidu dai trong
{mg ctia SEQ ID NO 33 hoiic 34, hogc 45 hogc b) trinh ty lién k& gom 16 nucleotit bo
trg v&i doan co chidu dai twong ting cua SEQ ID NO 31.

Sang ché ciing dé xuét hop chat duge chon tir nhém bao gém SEQID NO 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15, 17, 16, 18, 19, 20, 21, 22, 23, va 24.

Sang ché dé xut dugc pham chtta oligome hogc thé lién hop theo sang ché, va
chét pha lodng, chét mang, mudi hoic ta dugc duoc dung.

Séang ché d& xuét oligome hoic thé lién hop hoic dugc phim theo séng ché, dé s
dung lam thudc, nhu @ didu tri chimg ting cholesterol huyét hodc rdi loan lién quan,
nhu rdi loan duge chon tir nhom bao gbm chimng vita xo dong mach, ching tang lipit
huyét, chimg tiang cholesterol huyét, chimg ting cholesterol huyét di truyén, vi dy, ting
sb lugng dot bién chirc nang trong PCSK9, mét can bang cholesterol HDL/LDL, chimng
loan lipit huyét, vi du, chung ting lipit huyét di truyén (FCHL) hodc chung ting
cholesterol huyét di truyén (FHC), chung ting lipit huyét mic phai, ching ting
cholesterol huyét khang statin, bénh dong mach vanh (CAD), va bénh tim mach vanh
(CHD).

Séang ché dé xuét viéc str dung oligome hodc thé lién hop hodc duge pham theo
sang ché, dé san xuét thudc dé diéu trji chimg ting cholesterol huyét hozic r6i loan lién
quan, nhu 161 loan duge chon tir nhém bao gé)m ching vita xo dong mach, chirng tang
lipit huyét, chting ting cholesterol huyét, chimg tang cholesterol huyét di truyén, vi du,
tang sd lugng dot bién chirc ning trong PCSKO, mét can bang cholesterol HDL/LDL,
chirng loan lipit huyét, vi du, ching tang lipit huyét di truyén (FCHL) hodc chung tang
cholesterol huyét di truyén (FHC), ching ting lipit huyét mic phai, ching ting
cholesterol huyét khang statin, bénh dong mach vanh (CAD), va bénh tim mach vanh
(CHD).

Sang ché mo ta phuong phéap diéu tri chung ting cholesterol huyét hoic rdi loan
lién quan, nhu 161 loan dugc chon tir nhém bao gém ching vita xo ddng mach, ching
tang lipit huyét, chimg ting cholesterol huyét, chiing ting cholesterol huyét di truyén,
vi du, ting sb lugng dot bién chic ning trong PCSKY, mét can bang cholesterol

HDL/LDL, chiing loan lipit huyét, vi du, chimg tang lipit huyét di truyén (FCHL) hodc
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ching tang cholesterol huyét di truyén (FHC), chimg ting lipit huyét méc phai, chimg
ting cholesterol huyét khang statin, bénh dong mach vanh (CAD), va bénh tim mach
vanh (CHD), phuong phép nay bao gdm cho bénh nhan méc, hodc c6 kha ning mic
ching tang cholesterol huyét hoic rdi loan lién quan dung lugng hitu higu cta oligome
hoic thé lién hop hodc duoc phim theo sang ché.

Séang ché dé xult phuong phap in vivo hodc in vitro dé we ché PCSK9 & té bao
biéu hién PCSK9, phwong phép nay bao gdm budc cho té bao sir dung oligome hoic thé
lién hop hodc dugc phim theo sang ché @8 e ché PCSK9 & té bao nay.

Séang ché ciing dé xuét oligome theo sdng ché, nhu LNA oligome, bao gdm ving
lidn k& gdm 10 — 22, nhw 12 — 18, nhu 13, 14, 15, 16 hodc 17 nucleosit lién két qua
phosphothioat, (ttrc 14 ving A, viung nay thudng bd trg v6i ving twong Gng cia trinh tu
dich, nhu SEQ ID NO 46) va con bao gbm tir 1 dén 6 ADN nucleosit lién k& v6i LNA
oligome, trong d6 lién két giita c4c nucleosit gitta ADN, va/hodc 1ién ké véi (cac) ADN
nucleosit, khong bén vé mit sinh 1y, nhu lién két phosphodieste. LNA oligome nhu vay
¢6 thé & dang thé lign hop, nhu dugc mo ta trong ban md ta ndy, hodc 6 thé, vi du Ia
san phdm trung gian duge st dung trong budc lién hop tiép theo. Khi dugc lién hop, thé
lién hop nay cé thé, vi du 13 hodc bao gé)m sterol, nhu cholesterol hoac tocopherol, hodc
¢6 thé 12 hodic bao gdm cacbon hydrat (khdng phai nucleotit), nhu thé lién hop GalNAc,

hodc thé lién hgp khac nhu dugc md ta trong ban md ta nay.

Sang ché ciing dé xuét gapme oligome bao gbm it nhit mot cET, nhu (S)-cET
nucleotit, co chiéu dai khoang 10 —22, nhu 12 — 18, nhur 13, 14, 15, 16 hoéc 17 nucleotit,

c6 dich 1a (ttc 1a, c6 trinh tu bd tro véi phén tuwong tng) cia PCSK9 & ngudi.

M6 ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1. Cac vi du v& thé lién hop tri-GalNAc ¢6 thé dugc sir dung. Thé lién hop 1 -4
minh hoa 4 gdc lién hgp GalNAc thich hop, va thé lién hop 1a— 4a chi cac thé lién hop
gidng nhau c6 gbc lién két bd sung (Y) dugce st dung dé lién két thé lién hop v6i oligome
(ving A hodc véi thanh phén lién két phan c4t dugc bang con dudng sinh hoc, nhu ving
B). Puodng lugn song thé hién lién két cong hoa tri v6i oligome.

Fig. 2. Vidu vé gbc lién hop cholesterol va tocopherol. Thé lién hop S5a va 6a chi cac

thé lién hop gibng nhau c6 géc lién két bd sung (Y) duoc st dung dé lién két thé lién
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hop vé6i oligome (ving A hodc véi thanh phin lién két phan cit duoc bang con dudng
sinh hoc, nhu viung B). Puong lugn song thé hién lién két cong hoa trj v6i oligome.
Fig. 3. Hop chit LNA dic trung. Beta-D-oxy LNA dugc xé4c dinh béng chi s trén " sau
chit céi, chi s6 dudi s thé hién lién két phosphothioat, chi s trén M dimg trudc chit C
hoa thé hién 5-metyl xytosin LNA, nucleotit khong phai LNA 1a ADN nucleotit (khong
c6 chi s trén L).

Fig. 4. Vi du v& thé lién hop v6i cholesterol ctia hop chét LNA. Beta-D-oxy LNA duge
xéc dinh b%mg chi sd trén © sau chit cai, chi s6 duéi s thé hién lién két phosphothioat, chi
s6 dui o thé hién lién két phosphodieste, chi s6 trén M dimg truéc C hoa thé hién 5-
metyl xytosin LNA, nucleotit khong phai LNA 1a ADN nucleotit (khong c6 chi s trén
L).

Fig. 5. Vi du vé thé lién hop v6i GalNAc cta hgp chit LNA. Thé lién hop nay gin nhu
tuong Gmg voi Conj2a trén Hinh v& trong d6 duong luon séng dugc thay thé bang LNA
oligome. Beta-D-oxy LNA dugc x4c dinh bdi chi sé trén L sau chit céi, chi s6 dudi s thé
hién lién két phosphothioat, chi sb trén M dtng truéc C hoa thé hién 5-metyl xytosin
LNA, nucleotit khong phai LNA 1a ADN nucleotit (khong c6 chi sdtrén L).

Fig. 5A. CAu triic chi tiét cia SEQ ID NO 18.

Fig. 5B. CAu trtc chi tiét ctia SEQ ID NO 19.

Fig. 6. Vi du vé& nhém lién hgp FAM.

Fig. 7. Thé lién hop LNA-FAM c6 va khoéng c6 lién két phophodieste phan cit duoc.
Beta-D-oxy LNA dugc xac dinh boi chi s6 trén L sau chit c4i, chi sb dudi s thé hién lién
két phosphothioat, chi s6 dudi o thé hién lién két phosphodieste, chi sb trén Me dimg
truée C hoa thé hién 5-metyl xytosin LNA, nucleotit khong phai LNA la ADN nucleotit
(khong c6 chi sb trén L).

Fig. 8. Gapme khang PCSK9 dugc xép hang theo hoat luc in vitro.

Fig. 9. Gapme khang PCSK9 dugc chon dugc xép hang theo hoat lyc in vitro.

Fig. 10. Hoat lyc in vitro ctia hop chét khang PCSK9 dugc chon va két qua tinh toén
IC50.

Fig. 11. S6 liéu ALT in vivo cta cc thé lién hop khang PCSK9 dugc chon.

Fig. 12. Minh hoa khong giéi han hop chét theo sang ché. Lién két L giita cac nucleosit
¢6 thé 13, vi du phosphodieste, phosphothioat, phosphodithioat, boranophosphat hoac
metylphosphonat, nhu phosphodieste. PO 1a lién két phosphodieste. Hop chét a) c6 viing
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B vGi ADN (hodc ARN) don, lién két giita ving thr nhat va ving thir hai 13 PO. Hop
chét b) ¢6 hai ADN/ARN (nhu ADN) nucleosit lién két béi lién két phosphodieste. Hop
chét ¢) c6 ba ADN/ARN (nhu ADN) nucleosit dugc lién két boi lién két phosphodieste.
Theo mdt s6 phwong 4n, Ving B ¢ thé duoc mé rong thém bdi ADN/ARN khéc (nhu
ADN nucleosit) lién két qua phosphodieste. Nhom lién hop (duge ddnh déu 12 X, hoic
ving C trong ban md t& nay) dugc minh hoa trén phia bén trai cua mdi hop chét (vi du,
Cholesterol, GalNAc, Conjl —4, 1a—4a, va 5 hodc 6), va co thé, tuy y lién Kkét cong hoa
tri v6i nucleosit & dau tan cling thudc ving B thong qua nhém lién két phospho nucleosit,
nhu  phosphodieste, phosphothioat, —phosphodithioat, ~boranophosphat hodc
metylphosphonat, hodc co thé dugc lién Kkét thong qua lién két khac, vi dy, lién két triazol
(xem L trong céc hop chét d), e), va f)).

Fig. 13. Minh hoa khong giéi han v& hop chét theo séng ché, trong d6 hop chat nay bao
gdm thanh phéan lién két tuy y (Y) giita ving (lién hop) tht ba (X) va ving tht hai (ving
B). Cach dat tén gidng nhu trén Fig. 12. Thanh phan lién két thich hop dugc boc 16 &
day, va bao gdm, vi du thanh phn lién két alkyl, vi du thanh phan lién két C6. Trong
cac hop chét a), b) va c), thanh phan lién két gitta X va ving B dugc gén vao ving B
théng qua nhém lién két phospho nucleosit, nhu phosphodieste, phosphothioat,
phosphodithioat, boranophosphat hodc metylphosphonat, hodc co6 thé dugc lien két
thong qua lién két khac, vi du, lién két triazol (Li). Trong cac hop chét nay, Lii thé hién
lién két gitta cac nucleosit thudc ving thir nhét (A) va ving th hai (B). Hop chét d), e),
& f) con bao gdm thanh phén lién két (Y) giita ving B va nhom lién hop, va ving Y ¢6
thé lién két v6i ving B thong qua, vi dy, nhém lién két phospho nucleosit, nhu
phosphodieste, phosphothioat, phosphodithioat, boranophosphat hodc
metylphosphonat, hodc theo mot s6 phuong 4n lién két triazol. Ngoai ra, hoic theo cach
khac X ¢6 thé 12 nhém hoat héa hoic nhém d& phan tng. X c6 thé dugc lién két cong
hoa tri v6i ving B théng qua nhém lién két phospho nucleosit, nhu phosphodieste,
phosphothioat, phosphodithioat, boranophosphat hodc metylphosphonat, hodc ¢6 thé
lién két théng qua lién két khéc, vi du, lién két triazol.

Fig. 14. B4t hoat ARN thong tin PCSK9 bang thé lién hop cholesterol in vivo. Céc con
chudt duoc tiém lidu don 10 mg/kg LNA oligonucleotit d6i nghia chua dugc lién hop
(#40) hodc lugng mol tuong dwong ctia LNA oligonucleotit d6i nghia dugc lién hop véi

Cholesterol nhd céc thanh phan lién két khac nhau va bi giét vao ngay 1, 3, 7 va 10 sau
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khi ding. ARN duoc phan 18p tir gan va thén va dugc cho qua RT-gPCR A déc hiu
PCSK9. Viéc dinh lugng ARN thong tin PCSK9 tur cac mau gan duogc chuin hoa vé
BACT va dugc thé hién duéi dang ty 1€ phén trim cla gid tri trung binh cua cac dbi
chiing nuéce mudi trong dwong B. Viéc dinh lugng ARN thong tin PCSK9 tir cac mau
than duoc chuin héa so v6i BACT va duge thé hién dudi dang ty 18 phan trim ctia gia
tri trung binh cua cac dbi chimg nuée mudi twong duong.

Fig. 15. Muc biéu hién cta Kim-1 trong nghién ctru d6 an toan & chudt rattus (xem Vi
du 5).

Fig. 16. PCSK9 va LDL cholesterol trong huyét thanh trong cic mau tr khi dau cho
duoc tiém SEQ ID 2 va 18 bén 14n & lidu 0,5 hogc 1,5 mg/kg/tudn (mot tudn/Ian).

Fig. 17. PCSK9 va LDL cholesterol trong huyét thanh trong cac mau tir khi dau cho
duoc tiém SEQ ID 3 va 19 bdn 14n & lidu 0,5 hodc 1,5 mg/kg/tudn (mot tudn/lan).

MG ta chi tiét sang ché

Trong phén sau day, cac yéu t6 khac nhau ctia sang ché dugc mo ta trong cic phan
¢6 d& muc riéng biét. Can phai hiu ring c6 thé két hop phuong an ctia mot yéu td véi
cac phuong &n cua cac yéu td khac d8 thu duoc hop chit theo sang ché (vi dy, nhu duoc
minh hoa trén Fig. 12 va 13).

Oligome (vung A)

Thu4t ngit “oligome” hodc “oligonucleotit” trong ngit canh cia sang ché, chi phan
tt duge tao thanh bang lién két cong hoa tri ctia hai hodc nhiéu nucleotit (tirc 12
oligonucleotit). Trong ban md ta nay, (don vi) nucleotit mach don cling c6 thé duoc goi
12 monome hodc don vi. Theo mdt $6 phuong an, cac thudt ngtt “nucleosit”, “nucleotit”,
“don vi” va “monome” dugc st dung thay thé 1An nhau. Cén hidu rdng khi d& cap dén
trinh tu ciia nucleotit hodc monome, tirc 1a dé cap dén trinh tu cta cac bazo, nhu A, T,
G, C hodc U.

Oligome theo sang ché c6 thé c6 chidu dai khoang 10 — 22, nhu 12 - 22 nucleotit,
nhu 12 - 18 nucleotit. Oligome bao gom a) trinh ty 1ién k& gbém 10 — 16 nucleotit bb tro
v41 doan ¢6 chiéu dai twong g ctia SEQ ID NO 33 hodc 34 hodc 45, hoac b) trinh tu
1ién k& gdm 16 nucleotit b trg v6i doan c6 chiéu dai twong tmg cua SEQ ID NO 31.

Theo mdt sb phuong an, oligome theo séng ché bao g61n trinh tu lién ké duge chon

tir nhém bao gdm SEQ ID NO 26, 27, 28, 29 va 44.
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Hop chét (vi du, oligome ho#c thé lién hop) theo sang ché nhdm dich PCSK9, va
nhu vay, né c6 kha ning diéu hoa giam mirc biéu hién ctia PCSK9 hoic trc ché PCSK9,
nhu PCSK9 & nguoi hodc & té bao biéu hién PCSKO.

Theo mét sd phwong 4n, lién két gitra cac nucleosit cta trinh ty 1ién ké gbém 10 —
16 nucleotit bd trg v6i doan c6 chiéu dai twong tng ctia SEQ ID NO 33 hodc 34 hoic
45 ¢6 thé 1a lién két phosphothioat.

Theo mdt s6 phuong 4n, oligome theo sang ché bao gdm hoic gdm trinh tu 1ién ké
duoc chon tir nhém bao gdm SEQ IDNO 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 va 40. Theo mdt phwong 4n,
oligome bao gdm hoic gbm trinh tir dugc chon tir a) SEQ ID NO 2 hoic 3, hodc b) SEQ
ID NO 4, 5 hoic 6, hoic ¢) SEQ ID NO 7 hogc 8, hodc d) SEQ ID NO 40.

Theo mot s& phuong 4n, oligome bao gdbm 10 — 16 nucleosit lién két qua
phosphothiolat.

Theo mdt sb phuong 4n, oligome theo sang ché bao gdm trinh ty lién k& bao gdm
it nhét 10 — 16 nucleotit bd trg véi doan c6 chiéu dai twong tng ciia SEQ ID NO 33 hodc
34 hodc 45 hodc trinh tu lidn k& ciia 16 nucleotit bd tro v6i doan c6 chiéu dai tuong tng
cua SEQ ID NO 31, trong d6 trinh tu lién k& bao gdm thé trong ddng nucleotit. Tét hon
13, thé twong dong nucleotit 1a thé twong ddng nucleotit c6 4i lyc tang.

Theo mot sd phuong 4n, thé twong ddng nucleotit 1 nucleotit dugc cai bién boi
duong, nhu nucleotit dugc cai bién & gbc dudng doc lap hodc khong doc 1ap duge chon
tir nhém bao g(‘A)m: don vi Axit Nucleic bi khéa (LNA); don vi 2’-O-alkyl-ARN, don vi
2°-OMe-ARN, don vi 2’-amino-ADN, va don vi 2’-flo-ADN.

Theo mot sb phuong 4n, thé twong dong nucleotit bao gbm hoic 1 don vi Axit
Nucleic bi khéa (LNA).

Theo mdt sd phuong 4n, oligome theo sang ché bao gdbm hoic 1a gapme, nhu LNA
gapme oligonucleotit.

Theo mot s& phuong an, Gapme ndy bao gbm canh trén mdi phia (5’ va 3°) cia 2
dén 4 thé twong ddng nucleotit, t6t hon 1a thé twong dong LNA.

Theo mdt s6 phwong 4n, oligome theo sang ché bao gdm trinh ty lién ké gbém 13,
14, 15 hodc 16 nucleotit bd trg v6i doan c6 chiu dai twong tmg ctia SEQ ID NO 33
hodc 34 hodc 45 hodc trinh ty lién ké gf?)m 16 nucleotit bd trg v6i doan c6 chiéu dai
twong ting ciia SEQ ID NO 31, va c6 thé tiy ¥ bao gdm 1 — 6 nucleotit nita, ma c6 the

tao thanh hodc bao gbdm ving nucleotit phan c4t dugc bang con duong sinh hoc, nhu
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thanh phén lién két phosphat nucleotit. Thich hop néu viing nucleotit phan cét dugc bing
con dudng sinh hoc dugc tao thanh tir doan kéo gian ngén (vi du 1, 2, 3, 4, 5 hoic 6)
nucleotit khong bén vé& mit sinh 1y. Diéu nay c6 thé duoc thuc hién bang cach st dung
lién két phosphodieste véi ADN/ARN nucleosit, hodc néu ¢6 thé duy tri dugc do bén
sinh Iy, nucleosit khac c6 thé dugc sir dung. P bén sinh Iy c6 thé dugc xac dinh bing
cach str dung chét chiét gan, nhu dugc minh hoa trong vi du 6.

Do d6, oligome theo sang ché c6 thé bao gbdm trinh tw nucleotit 1ién k& c6 chiéu
dai 10 — 16 nucleotit bd trg véi doan c6 chidu dai twong ing ctia SEQ ID NO 33 hoac
34 hodc 45 hodc trinh tu lién k& ¢6 chidu dai 16 nucleotit bd trg véi doan ¢ chiéu dai
twong g cia SEQ ID NO 31 (A vung thit nhét, hoic ving A). Oligome theo sang ché
¢6 thé bao gdm viing nucleotit khac. Theo mot s6 phwong 4n, ving nucleotit khéc nay
bao gdbm ving nucleotit phan cit dugc bing con dudng sinh hoc, nhu trinh tu phosphat
nucleotit (ving thir hai, ving B), ¢6 thé lién két cong héa tri ving A véi gbc khong phai
nucleotit, nhu nhém lién hop, (vung thit ba, hodc vung C). Theo mot sb phuong an, trinh
tu nucleotit lién k& ctia oligome theo sang ché (ving A) lién két cong hoa tri truc tiép
véi ving C. Theo mot s6 phuong 4n, vung C 12 phin cit dugc bang con dudng sinh hoc.

Oligome gdm hoic bao gbm trinh tw nucleotit 1ién k& c6 chidu dai tir 12 — 22, nhu
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 nucleotit, nhu c6 chiéu dai 14 — 16 nucleotit, nhu c6
chiéu dai 15 hoidc 16 nucleotit. Do d6, oligome c6 thé chi chidu dai két hop ctia ving A
va vang B, vi dy, (Ving A 10 — 16 nucleotit) va ving B (1 — 6 nucleotit).

Theo cac phuong an khac nhau, hop chit theo sang ché khong bao gdm (don vi)
ARN. Theo mdt sb phuong 4n, hop chét theo sang ché, bao gbm ving thir nhét, hoic
vung thtr nhét va vung thit hai (vi dy, duéi dang trinh ty lién k& mach don), 12 phan tir
mach thing ho#c dugc tdng hop dudi dang phén tir mach thing. Do d6, oligome c6 thé
1a phan t&r mach don. Theo mdt s6 phuong 4n, oligome khong bao gbm ving ngan, vi
du, it nhét 3, 4 hodc 5 nucleotit 1ién k&, b6 trg v6i viing twong duong trong cung oligome
(tire 12 chudi kép). Oligome, theo mot sé phuong 4n, c6 thé (v& ban chat) khéng & dang
soi d6i. Theo mot s6 phuong 4n, oligome v& ban chét khong & dang s¢i doi, nhu khong
phai 1a siARN.

Céc trinh ty oligome
Bang sau dua ra cic oligome va thé lién hop oligome theo sang ché va trinh tu dich

PCSK®9 theo sang ché
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Bang 1
Vi tri trén
S Trinh ty po | S0 | GalNAc gegggfgg
NO 44

1 TGCtacaaaacCCA 3643-3656
2 AATgctacaaaaCCCA 3643-3658
3 AATgctacaaaacCCA 3643-3658
4 GCtgtgtgagcttGG 3251-3265
S TGetgtgtgagetTGG 3251-3266
6 TGCtgtgtgagetTGG 3251-3266
7 TCCtggtctgtgtTCC 3373-3388
8 TCCtggtctgtgttCC 3373-3388
9 TGCtacaaaacCCA co co 3643-3656
10 AATgctacaaaaCCCA co cod 3643-3658
11 AATgctacaaaacCCA co co 3643-3658
12 GCtgtgtgagettGG cod cod 3251-3265
13 TGetgtgtgagetTGG co co 3251-3266
14 TGCtgtgtgagctTGG cod cod 3251-3266
15 TCCtggtctgtgtTCC cod co 3373-3388
16 TCCtggtctgtgttCC cod cod 3373-3388
17 TGCtacaaaacCCA cod 3643-3656
18 AATgctacaaaaCCCA co 3643-3658
19 AATgctacaaaacCCA co 3643-3658
20 GCtgtgtgagettGG co 3251-3265
21 TGectgtgtgagetTGG cod 3251-3266
22 TGCtgtgtgagetTGG co 3251-3266
23 TCCtggtctgtgtTCC cod 3373-3388
24 TCCtggtctgtgttCC co 3373-3388
40 GTctgtggaaGCG 1005-1017
41 GTctgtggaaGCG cod 1005-1017
42 GTctgtggaaGCG co co 1005-1017
43 GTctgtggaaGCG co co 1005-1017
25 tgctacaaaaccca 3643-3656
26 aatgctacaaaaccca 3643-3658
27 gctgtgtgagettgg 3251-3265
28 tgctgtgtgagetigg 3251-3266
29 tectggtetgtgttee 3373-3388
44 gtctgtggaageg 1005-1017
30 UGGGUUUUGUAGCA 3643-3656
31 UGGGUUUUGUAGCAUU 3643-3658
32 CCAAGCUCACACAGC 3251-3265
33 CCAAGCUCACACAGCA 3251-3266
34 GGAACACAGACCAGGA 3373-3388
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Vi tri trén
SEQ . Chol- gen PCSK9
D Trinh tu PO C6 GalNAc SEQ ID
NO 44
45 CGCUUCCACAGAC 1005-1017

SEQ ID NO 25 — 29 va 44 1a mdtip trinh ty nucleobazo.

SEQ ID NO 30 — 34 va 45 1a trinh tu dich ARN c6 mét trong ARN thong tin
PCSK9 & nguoi.

SEQ ID NO 1 1a SPC5001.

SEQIDNO 1-24va40 dén 43 12 oligome bao gdm thé twong ddng nucleotit nhu
LNA gapme oligome, trong d6 cac chit thuong 1a don vi ADN (nucleosit/nucleotit) trong
khi chit hoa la don vi LNA.

Theo mot s phuong 4n, tAt ca cac LNA C déu 13 5-metyl xytosin. Theo mot sd
phuong én, tht ca cac don vi LNA déu 13 beta-D-oxy LNA. Theo mot s6 phwong an, tit
c& céc lién két gitta nucleosit gitta cac nucleosit cia SEQ ID NO 1 —24 va 40 dén 43
déu 1a lién két phosphothioat.

SEQ ID NO 9 — 16 va 41 dén 43 bao gdm oligome (nhu dugc thé hién boi SEQ
ID) cling nhu thé lién hop cholesterol c6 thé lién két cong hoa tri véi dau 5° hodc 3’ clia
oligome nay, tuy y thong qua thanh phén lién két phan cit duoc bang con dudng sinh
hoc, nhu thanh phén lién két phosphat nucleosit. Theo mot s& phuong 4n, thé lién hop
cholesterol dugc 1ién két & dau 5° ctia oligome.

SEQ ID NO 17 — 24 bao gdm oligome (nhu dugc thé hién bdi SEQ ID) ciing nhu
thé 1ién hop GalNAc ¢c6 thé lién két cong hoa tri véi dau 5° hodc 3’ cla oligome nay,
tuy y thong qua thanh phin lién két phan c4t dugc bang con dudng sinh hoc, nhu thanh
phan lién két phosphat nucleosit hodc thanh phan lién két peptit phan cit dugc. Theo
mdt sé phuong 4n, thé lién hop GalNAc duge lién két & dau 5° clia oligome.

Céac oligome va thé lién hop cu thé sir dung trong ban md ta nay dugc minh hoa
trén Fig. 3 (oligome), Fig. 4 (thé lién hop cholesterol), Fig. 5 (thé lién hop GalNAc).
Céc vi du khéc vé thé lién hop co thé duoc str dung véi oligome theo sang ché dugc
minh hoa trén Fig. 1 va 2 va dugc mo ta trong phan Gdc lién hop GalNAc.

Bang 2 dua ra cac td hop cu thé ctia oligome va thé lién hop.

Bang 2: Tb hop oligome/thé lién hop.
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Tt ca céc td hop nay cb thé quan sat dugc bang céach thay thé duong lugn séng
trén Fig. 1 hodic 2 bang trinh tu cla oligome. Fig. 5 thé hién t6 hop ctia Conj2a véi cac
SEQ ID NO d4 néu trén. Fig. SA va 5B 12 hai vi du cu thé vé& hop chét trén Fig. 5. Luu
y rang thanh phan lién két phan cit dugc bang con dudng sinh hoc (B) ¢6 thé c6 mit
hodc khong c¢6 mat gilra gbc lién hop(C) va oligome(A). DPéi voi Conjl —4 va la—4a
thé 1ién hop GalNAc ty phin c4t duge bang con dudng sinh hoc, st dung thanh phan
lién két peptit trong nhém GalNAc, va nhu vdy, thanh phin lién két phan cét dugc bang
con duong sinh hoc (B) khéc ¢6 thé ¢6 hotic c6 thé khéng duge st dung. Tuy nhién, sd
liéu so bd cho théy cO mit thanh phén lién két phéan cét dugc bang con dudng sinh hoc

(B), nhu thanh phén lién két phosphat nucleotit dugc bdc 19 trong ban md td ndy c6 thé
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SEQ ¢
D S6 thé lién hop (Xem Fig. 1)
Conjl | Conj2 | Conj3 | Conj4 | Conjla | Conj2a | Conj3a | Conj4a
2 Cl C2 C3 C4 Cs5 Cé6 C7 C8
3 Cl1 | C12 | C13 | Cl4 C15 Cl16 C17 C18
4 Cl2 | C13 | C14 | CI5 C16 C17 C18 C19
5 C30 | C31 | C32 | C33 C34 C35 C36 C37
6 C40 | C41 | C42 | C43 C44 C45 C46 C47
7 C50 | C51 | C52 | C53 C54 C55 C56 C57
8 C60 | C61 | C62 | C63 Co4 C65 C66 C67
SEQ o
D S6 thé 1ién hop (Xem Fig. 2)
Conj5 | Conj6 | Conj5a | Conj6a

2 C9 C10 C70 C71

3 C19 C20 C72 C73

4 C20 C21 C74 C75

5 C38 C39 C76 C77

6 C48 C49 C78 C79

7 C58 C59 C80 C81

8 C68 C69 C82 C83
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ting cuong hoat tinh cua thé lién hop oligome nhém GalNAc nay. Fig. 4 thé hién t6 hop
clia Conj5a v6i cac SEQ ID NO da dugc thé hién ¢ trén v6i thanh phén lién két phan cét
dugc bang con dudng sinh hoc (B) bao gdm hai ADN monome C va A dugc lién két
bang lién két phosphodieste. Dé str dung cliing v6i Conj 5 va Conj 6, nén sir dung thanh
phén lién két phén cit dugc bang con dudng sinh hoc ¢6 tac dung ting cudng vige két
hop hoat tinh thanh phan lién két phan cét dugc bing con dudng sinh hoc (B) vao hop
chit, nhu thanh phan lién két phosphat nucleotit dugc boc 1 trong ban mo ta nay.

Thuét ngit "twong tmg v6i" & dang dong tir va danh tlr chi sy so sanh gifta trinh ty
nucleotit cta oligome (tirc 13, trinh ty nucleobazo hoéc bazo) hodc trinh tur nucleotit lién
k& (ving tht nhét/ving A) véi trinh ty bd trg ngugc clia axit nucleic dich, hodc tiéu
viing ctia né (vi dg, SEQ ID NO 31, 32, 33, 34 hodc 45). Thé twong ddng nucleotit dugc
so sanh truc tiép véi nucleotit twong ng hodc tuong duong cta nd. Theo mot phuong
an duogc uu tién, oligome (hodc ving thur nhét cua no) bd trg v6i ving dich hodc tiéu
vung ctia né (vi dy, SEQ ID NO 31, 32, 33, 34 hodc 45), nhu trinh tw bd sung déy du.

Céc thuat ngit “trinh tu bd tro nguogc”, “bd trg nguge” va “tinh bd tro nguge” nhu
duoc st dung trong ban mo ta la ¢ thé dugc ding thay thé cac thuét ngit “trinh tu bd
tro”, “bd tro” va “tinh bb trg™.

Thuat ngtt, "bd tro " nghia 13 hai trinh ty 12 bd tro khi trinh tu nay c6 thé lién két
v6i trinh tu con lai theo chiéu ddi song song, trong do6 khi dau 3’ ctia mot trinh tu lién
Kbt v6i ddu 5° ciia trinh tu con lai thi mdi A, T(U), G, va C cta trinh ty d6 théng hang
voi T(U), A, C, va G, mdt cach twong Umg, cia trinh tu con lai. Thong thudng, trinh tu
bd trg ctia oligonucleotit c6 mitc bd tro it nhat 90%, t6t hon 1a 95%, tdt nhat 12 100%,
véi trinh tu da dugce xac dinh.

Céc thuat ngft "thé trong ddng nucleotit twong tng" va "nucleotit trong tng" dugc
du dinh biéu thi ring nucleotit trong thé twong ddng nucleotit va gidng v&i nucleotit ¢6
trong tu nhién. Vi dy, khi don vi 2-deoxyriboza ctia nucleotit lién két v6i adenin, thi "thé
twong ddng nucleotit twong mg" chira don vi pentoza (khac voi 2-deoxyriboza) lién két
véi adenin.

Thuit ngit “nucleobazo” chi gbc bazo ctia nucleotit va bao ham cé bién thé c6
trong tu nhién ciing nhu bién thé khong c6 trong ty nhién. Do d6, “nucleobazo™ khdng

chi bao gdm céc di vong purin va pyrimidin da bit ma con ca thé twong dong di vong

-15-



35809

va tautome ctia ching. Cén hiéu rang ADN hoic ARN nucleosit cia ving B ¢6 thé c6
(c4c) nucleobazo ¢ trong ty nhién va/hodc khong c6 trong ty nhién.

Vi du vé nucleobazo bao gom, nhung khong chi giéi han ¢, adenin, guanin,
xytosin, thymidin, uraxil, xanthin, hypoxanthin, S5-metylxytosin, isoxytosin,
pseudoisoxytosin, S-bromouraxil, 5-propynyluraxil, 6-aminopurin, 2-aminopurin,
inosin, diaminopurin, va 2-clo-6-aminopurin. Theo mot sb phuong 4n, nucleobazo c6
thé doc 1ap dugc chon tir nhém bao gém adenin, guanin, xytosin, thymidin, uraxil, 5-
metylxytosin. Theo mot s6 phuong 4n, nucleobazo ¢ thé doc 1ap duge chon tir nhém
bao gdm adenin, guanin, xytosin, thymidin, va 5-metylxytosin.

Theo mot s6 phuong an, it nhét mot trong sb cac nucleobazo c6 mit trong oligome
1a nucleobazo dugc cai bién dugc chon tir nhém bao gdm 5-metylxytosin, isoxytosin,
pseudoisoxytosin, S5-bromouraxil, 5-propynyluraxil, 6-aminopurin, 2-aminopurin,
inosin, diaminopurin, va 2-clo-6-aminopurin.
bich

Oligome thich hgp theo sang ché c6 kha nang diéu bién su biéu hién cia gen
PCSK9. Tt hon néu oligome c6 kha niang diu hoa giam mirc biéu hién ctia gen PCSKO9.
V& mit nay, oligome theo sang ché c6 thé tac dong dén su bidu hién ciia PCSK9, cu thé
l1a & ddong vat c6 va nhu té bao ciia ngudi, nhu té bao gan. Theo mot s6 phuong 4n, céc
oligome theo séng ché lién két v6i axit nucleic dich va tac dong dén sy biéu hién bing
cach lam giam it nhét 10% hoic 20% so véi mirc dd biéu hién binh thudng (vi du, mirc
do biéu hién cua té bao, dong vat hodc nguoi duge diéu tri béng nudc muéi), tdt hon 12
&rc ché it nhat 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% hodc 95% so véi mic do biéu
hién binh thuong. Theo mot s6 phuong 4n, viéc diéu bién nhu vay dugc thay khi st dung
hop chét theo sang ché v6i ndng d6 nim trong khoang tir 0,04 dén 25nM, nhu khoang
tir 0,8 dén 20nM. Theo mot ) phuong an, viéc diéu bién nhu vay dugc théy khi st dung
hop chét theo séng ché v6i ndng d6 nam trong khoang tir 0,01 dén 15 mg/kg, nhu khoang
tir 0,05 dén 10 mg/ke, nhu khoang tir 0,1 dén 7,5 mg/kg, nhu khoang tir 0,25 dén 5
mg/kg, nhu khoang tir 0,5 dén 2,5 mg/kg. Theo cing phuong 4n hodc theo phuong an
khac nhau, 3 18 trc ché sy biéu hién 1a thip hon 100%, nhw trc ché it hon 98%, tc ché it
hon 95%, trc ché it hon 90%, trc ché it hon 80%, nhu tc ché it hon 70%. Su diéu bién
muc d6 biéu hién c6 thé duoc xac dinh béng cach do lugng protein, vi du, béng phuong

phéap nhu chénh Iéch ti€u chuénS-PAGE sau d6 bing thdm tich western bang cach st
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dung khang thé thich hop khang lai protein dich. Theo cach khac, su didu bién muc do
biéu hién ¢ thé dugc xac dinh béng cach do lugng ARN thong tin, vi duy, b%mg cach
thdm tach Northern hodc RT-PCR dinh lugng. Khi do thong qua lwgng ARN thong tin,
mitc d6 didu hoa giam khi sir dung lidu lugng thich hop, nhu khoang tir 0,04 dén 25nM,
nhu néng d6 trong khoang tir 0,8 dén 20nM, 13, theo mot s6 phuong an, thuong & muirc
nam trong khoang tir 10 dén 20% mirc binh thuong khi khdng c¢6 mat hop chét theo sang
ché.

Do d6, sang ché dé xuét phuong phap didu hoa giam hoic rc ché sy biéu hién cia
protein PCSK9 va/hodc ARN thong tin trong té bao biéu hién protein PCSK9 va/hodc
ARN thdng tin, phuong phap nay bao gdm budc gén oligome hodc thé lién hop theo
sang ché vao té bao nay dé diéu hoa giam hodc tc ché biéu hién cua protein PCSK9
va/hodc ARN thong tin trong té bao nay. Té bao thich hop 12 té bao cua dong vat c6 vi
nhu t& bao cia ngudi. Theo mot sd phuong 4n, viéc st dung nay co thé dién ra in vitro.
Theo mdt sd phuong 4n, viéc st dung nay c6 thé dién ra in vivo.

Thuét ngft “axit nucleic dich”, nhu duge sir dung trong ban mo ta chi ADN hodac
ARN ma hoéa polypeptit PCSK9 cua dong vat ¢ vii, nhu PCSK9 clia ngudi, nhu s6 nop
lwu NCBI 1a NM_174936 SEQ ID NO: 46. PCSK9 ma hoa axit nucleic hodc bién thé c6
trong tw nhién ctia nd, va axit nucleic ARN thu dugc tir do, t6t hon néu 13 ARN thong
tin, nhu tién ARN thdng tin, mac du t&t hon néu 1a ARN thdng tin trudng thanh. Theo
mdt s6 phuong an, vi du khi duge sir dung trong nghién ctru hodc trong c4c chin doan,
“axit nucleic dich” c6 thé 1a ADN bb trg hodc oligonucleotit tdng hop thu duge tir ADN
hodc axit nucleic ARN dich & trén. Tét hon 13, oligome theo sang ché ¢6 kha ning lai
v6i axit nucleic dich. SEQ ID NO: 46 sé& dugc nhin nhén 1a trinh ty ADN bd trg, va nhu
vy, twong tmg voi trinh tu dich ARN thong tin trudng thanh, méc du uraxil duge thay
bang thymidin trong céac trinh tw ADN bd tro.

Thuét ngit “bién thé ¢ trong tw nhién cia nd” chi céc bién thé cia polypeptit
PCSK9 c¢6 trinh tu axit nucleic ¢6 trong ty nhién nam trong nhém phén loai xac dinh,
nhu dong vt c6 vi, nhu chudt, khi, va t6t hon néu 1a ngudi. Cu thé, khi dé cap dén “bién
thé ¢6 trong tu nhién” cla polynucleotit, thuat ngft nay ciing c6 thé bao gdm bién thé
alen bt ky ctia PCSK9 ma hoa ADN bo gen dugc tim thr?'ly & nhiém sic thé 4, tai 4 C7
b&i sy hodn vi hodc nhan dbi nhiém séc thé, va ARN, nhu ARN théng tin thu dugc tir

A

d6. “Bién thé c6 trong tw nhién” cfing c6 thé bao gom céc bien thé thu duoc tir sy cat
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ndi chon loc ARN thong tin PCSK9. Khi lién quan dén trinh tu polypeptit dic hiéu, vi
du, thuat nglt con bao gdm céc dang c6 trong ty nhién ciia protein ma nho do c6 thé
dugce xur ly, vi du, bing cac cai bién ddng thoi v6i qua trinh dich ma hodc sau qué trinh
dich ma, nhu phén cét peptit tin hiéu, phan cit nho phan giai protein, glycosyl hoa, v.v.

Theo mét sé phwong 4n, oligome (hodc phén nucleotit lién k& cua nd) duge chon
tr, hoac bao gém, mot trong sb céc trinh tu dugce chon tir nhém bao gém cac SEQ ID
NO: 28 hoi#c 29 hodc 44, hodc trinh tu con cua it nhét 10 nucleotit lién k& ctia no, trong
d6 oligome nay (hodc phén nucleotit lién k& ciia n6) c6 thé tiry ¥ bao gbm mét, hai, hodc
ba cdp 1éch khi so sanh véi trinh tu nay.

Theo mot sb phuong 4n, trinh ty dich dugc chon tir, hodc bao gém hodc gém co,
mot trong sb cac trinh ty dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO 31, 32, 33, 34 hodc
45, hodc trinh tu con cua it nhét 10 nucleotit lién k& c6 SEQ ID NO: 33, 34 hoic 45.

Theo mot ) phuong én, trinh ty con ¢d thé bao g@)m 11, 12, 13, 14, 15 hoac 16
nucleotit lién k&, nhu khoang tir 12 dén 16 nucleotit. Theo mot sb phuong 4n, thich hop
13 trinh tu con c6 cing chiéu dai véi trinh ty nucleotit 1ién k& cta oligome theo sang ché
(tiy v loai trir ving B khi ving B khong bd sung cho dich).

Tuy nhién, theo mot sd phuong 4n, trinh ty nucleotit cia oligome dugc thy 1a c6
thé bao gém nucleotit 5° hodc 3’ bd sung, nhu, doc lap, 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6 nucleotit 5’
va/hodc 3° bd sung, khong bd trg véi trinh tu dich — oligonucleotit khong bd sung nay
¢6 thé tao thanh ving B. V& mit ndy, theo mot s6 phuong 4n, oligome theo sang ché ¢6
thé bao gém trinh tu nucleotit lién ké dugc kep suon 5> va hodc 3’ bﬁng nucleotit bd
sung. Theo mot s6 phuong an, nucleotit 5* hodc 3’ bd sung 1a nucleotit ¢6 trong tu nhién,
nhu ADN hodc ARN. Theo mdt sb phuong 4n, nucleotit 5° hodc 3’ bd sung c6 thé 13
vung D nhu dugce noi dén trong céc oligome gapme trong ban mo ta.

Theo mdt sd phuong 4n, oligome theo sang ché bao gdm hoic gdm c6 trinh tu
nucleotit theo SEQ ID NO: 27, hodc trinh ty con ¢0 it nhét 10 hoic 12 nucleobazo clia
no.

Theo mdt sé phuong 4n, oligome theo sang ché bao gébm hoic gdm c6 trinh tu
nucleotit theo SEQ ID NO: 28, hodc trinh ty con ¢0 it nhét 10 hoic 12 nucleobazo clia
né. Theo mét phuong dn duge vu tién, oligome theo sang ché bao gdm hoic gdbm c6

trinh tu nucleotit theo SEQ ID NO: 5 hodc 6. Theo mot phuwong an dugc uu tién khéc,
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thé 1ién hop oligome theo séng ché bao gdm hoidc gbdm c6 trinh tu nucleotit theo SEQ
ID NO: 13 hodc 14 hodc 21 hodc 22.

Theo mdt sé phuong 4n, oligome theo séng ché bao gém hoic gdm c6 trinh tur
nucleotit theo SEQ ID NO: 29, hodc trinh ty con ¢0 it nhét 10 hoic 12 nucleobazo clia
n6. Theo mdt phuong an duge uu tién, oligome theo sang ché bao gdm hoic gdm c6
trinh tu nucleotit theo SEQ ID NO: 7 hodc 8. Theo mdt phuong an dugc uu tién khac,
thé lién hop oligome theo sang ché bao gdm hoidc gdm c6 trinh tu nucleotit theo SEQ
ID NO: 15 hodc 16 hodc 23 hodc 24.

Theo mdt sé phuong 4n, oligome theo séng ché bao gdm hoic gém c6 trinh tu
nucleotit theo SEQ ID NO: 44, hodc trinh ty con ¢0 it nhét 10 hodc 12 nucleobazo clia
n6. Theo mdt phuong an duge wu tién, oligome theo sang ché bao gdbm hodc gém c6
trinh tu nucleotit theo SEQ ID NO: 40. Theo mdt phuong an dugc uu tién khac, thé lién |
hop oligome theo sang ché bao gdm hoic gdm c6 trinh ty nucleotit theo SEQ ID NO:
41, 42 hodc 43.

Theo mdt sé phuwong an, oligome theo sdng ché bao gdbm hodc gém c6 trinh tu
nucleotit theo SEQ ID NO: 26. Theo mdt phuong an dugc wu ti€n, oligome theo sang
ché bao gém hoac gém ¢6 trinh tu nucleotit theo SEQ ID NO: 2 hodc 3. Theo mot
phuong an dugc uu tién khac, thé 1ién hop oligome theo sang ché bao gdm hoic gém c6
trinh tu nucleotit theo SEQ ID NO: 10 hodc 11 hodc 18 hodc 19.

Chiéu dai

Oligome c6 thé bao gdm hoic gdm c6 trinh ty nucleotit 1ién k& co téng cong 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, hogic 22 nucleotit lién k& theo chiéu dai. Chiéu
dai 6 thé bao gdm, vi du ving A hodc vung A va B.

Theo mot s6 phuong 4n, oligome bao gdm hoic gdm c6 trinh tw nucleotit lién ké
¢6 tdng khoang tir 10 dén 22, nhu 12 dén 18, nhw 13 dén 17 hodic 12 dén 16, nhu 13, 14,
15, 16 nucleotit 1ién ké theo chidu dai. Tét hon néu oligome cta ving A bao gdm hoic
gém O trinh tu nucleotit 1idn k& c6 14 nucleotit lién k& theo chiéu dai, duge wu tién hon
1a 15 nucleotit lidn ké theo chiéu dai, va uu tién nhét 13 16 nucleotit lién k& theo chiéu
dai.

Theo mdt sé phuong an, oligome theo sang ché c¢6 chua khong nhiéu hon 22

nucleotit, nhu khong nhiéu hon 20 nucleotit, nhu khong nhiéu hon 18 nucleotit, nhu 15,
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16 hodc 17 nucleotit. Theo mot s6 phuong 4n, oligome theo sang ché chira it hon 20
nucleotit.
Thé twong ddng nucleotit

Thuét ngit “nucleotit” nhu dugc st dung trong ban md ta, chi glycosit bao gbm
gbc duong, gdc bazo va nhom lién két ddng hoa tri, nhu nhom lién két phosphat hoic
phosphothioat gifta cac nucleotit, va bao gdm ca hai nucleotit ¢6 trong tu nhién, nhu
ADN hoidc ARN, va céc nucleotit khdng c6 trong tu nhién chira cac gbc dudng va/hoic
bazo duoc cai bién, ma trong ban md ta con duge goi 1a “thé tuong déng nucleotit”.
Trong ban md ta, nucleotit don (don vi) cling c6 thé dugc dé cap dén dudi dang monome
hodc nhém axit nucleic.

Trong linh vuc héa sinh, thudt ng@t “nucleosit” thuong dugc dung dé chi glycosit
bao gdbm gbc duong va gbc bazo. Lién két cong hoa tri gilta hai nucleosit c6 thé dugc
& cap dén dudi dang lién két gifta cac nucleosit. Theo cach khéc, thuét ngit lién két gitra
cac nucleotit c6 thé ding dé mo ta lién két gitra cac nucleotit cua oligome.

Ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vwc nay s& nhan ra, nucleotit 5° cua
oligonucleotit khéng chtra nhém lién két giita cac nucleotit 5°, mac di n6 co thé bao
gdm hoic khong bao gbm nhém d4u tan 5°, nhu phosphodieste hodc phosphothioat thich
hop dé lién hop véi thanh phan lién két (B hodc Y hodic goc lién hop).

Nucleotit khong c6 trong tu nhién bao gbm céc nucleotit c6 gbc duong duge bién
d6i, nhu nucleotit hai vong hodc nucleotit dugc bién ddi & vi tri 2°, nhu nucleotit dugc
thé & vi tri 2°.

“Thé twong ddng nucleotit” 13 céc bién thé cua nucleotit tw nhién, nhu nucleotit
ADN hogic ARN, do céc bién dbi & cac gbe dudng va/hodc bazo. V& nguyén tic, thé
twong ddng c6 thé chi don thuin 13 “bét hoat” hodc “twong duong” so vdi nucleotit tur
nhién trong trudng hop cla céc oligonucleotit, tirc 1a khdng ¢6 tac dung vé mit chiic
nang dén cach oligonucleotit hoat dong dé (tc ché su biéu hién cua gen dich. Tuy nhién,
thé twong ddng “twong duong” c6 thé 13 hitu ich néu, vi du, ching dé dang san xuét hon
hodc san xudt it ton kém hon, hodc 4n dinh hon trong qua trinh bao quan hodc trong céc
diéu kién san xuét, hoic chung 12 thé gén ho#c nhédn dan. Tuy nhién, tdt hon 13, thé tuong
dong s& co tac dung vé mit chtrc ning dén cach oligome hoat dong e ché sy biéu hién;
vi du bing cach tao ra i lyc lién két tang (ting cuong 4i lyc) v6i dich va/hodc tinh khang

nucleaza ndi bao tang va/hoic su d& dang trong viéc van chuyén vao t€ bao tang. Cac vi
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du cu thé vé thé twong déng nucleosit dugc md ta bsi vi du, Freier & Altmann; Nucl.
Acid Res., 1997, 25, 4429-4443 va Uhlmann; Curr. Opinion in Drug Development,
2000, 3(2), 293-213, va trong So dd 1:

So do 1
o ‘l 01 o B
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O=P—-§ 0= - -0
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2'-(3-hydroxy)propyl

2
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7;‘)_7]3
0
O=l§>—BH3'

Boranophosphat
Do do, oligome c6 thé bao gdm hoic gbm c6 trinh ty don gian cua nucleotit c6
trong ty nhién — t5t hon néu 1 2’-deoxynucleotit (dugc goi chung 1a “ADN”), nhung
cling c6 thé 1a ribonucleotit (duoc goi chung 1a “ARN?), hodc két hop cia cac nucleotit
c6 trong tu nhién ndy va mot hodc nhiéu nucleotit khong c6 trong tu nhién, tic la thé
trong dong nucleotit. Thé twong ddng nucleotit nay co thé 1am ting mdt cach thich hop
4i luc ctia oligome i trinh ty dich. Céac vi du vé thé trong ddng nucleotit thich hop va

dwoc vu tién dugc dua ra trong WO 2007/031091 hode dugc tham khao trong do.
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Su két hop ctia cac thé twong ddng nucleotit ting cudng 4i lyc trong oligome, nhu
LNA hodc dudng duoc thé & vi tri 2°, ¢6 thé cho phép giam kich c& cia oligome lién
két diic hiéu, va ciing c6 thé giam gi6i han trén dén kich c& cta oligome trudc khi xay
ra lién két khong dic hiéu hogc lién két bat thuong.

Theo mot s6 phuong 4n, oligome chira it nhit 2 thé twong ddng nucleotit. Theo
mdt sb phuong 4n, oligome chira khoang tir 3 dén 8 thé twong ddng nucleotit, vi du, 6
hoic 7 thé twong ddng nucleotit.

Céc vi du vé thé twong ddng nucleotit bao gbm su bién dbi gbc duong dé tao ra
nhém thé & vi tri 2° hodc dé tao ra cAu tric hai vong lam ting ai lyc lién két va ciing c6
thé tao ra tinh khéng nucleaza tang.

Theo mdt sb phuong 4n, thé trong ddng nucleotit c6 mdt trong oligome dbi nghia
theo sang ché (nhu trong cac ving X’ va Y’ dugc néu trong phan “Thiét ké Gapme”)
doc 1ap duge chon tir, vi du: nhom 2°-O-alkyl-ARN, nhom 2’-OMe-ARN, 2’-0-alkyl-
ADN, nhém 2’-amino-ADN, nhém 2’-floro-ADN, nhém LNA, nhém axit arabino
nucleic (ANA), nhém 2’-floro-ANA, nhém HNA, nhém INA (axit nucleic xen k& -
Christensen, 2002. Nucl. Acids. Res. 2002 30: 4918-4925, dugc két hop bang cach tham
khao) va nhém 2°MOE.

Theo mdt s& phuong én, th8 twong ddng nucleotit 12 2’-O-metoxyetyl-ARN
(2’MOE), monome 2’-floro-ADN hodc thé twong dong nucleotit LNA, va oligonucleotit
d6i nghia nhu vay theo sang ché ¢6 thé bao gdm thé tuong ddng nucleotit dugc chon
ddc 1ap tir ba loai thé twong ddng ndy, hodc c6 thé bao gém chi mot loai thé twong dong
duoc chon tir ba loai nay. Theo mdot sb phuong an, it nhét mot thé twong ddng nucleotit
nay 1a 2°-MOE-ARN, nhu 2, 3,4, 5,6,7, 8, 9 hodc 10 nhém nucleotit 2’-MOE-ARN.
Theo mét sé phuong an, it nhit mot trong s cac thé tuong ddng nucleotit 1a 2°-floro
ADN, nhu 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9 hodc 10 nhém nucleotit 2°-floro-ADN.

Thé twong ddng nucleotit duge wu tién 1a LNA, nhu oxy-LNA (nhu beta-D-oxy-
LNA, va alpha-L-oxy-LNA), va/hogc amino-LNA (nhu beta-D-amino-LNA va alpha-
L-amino-LNA) va/hodc thio-LNA (nhu beta-D-thio-LNA va alpha-L-thio-LNA)
va/hoic ENA (nhu beta-D-ENA va alpha-L-ENA). Dugc uu tién nhét 13 beta-D-oxy-
LNA.
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Thcorn@tséphuongén,chicérn@tﬂongsécécloainéluéncﬁathétuongdﬁng
nucleotit c6 mit trong oligonucleotit d6i nghia theo sdng ché, hoic trinh tw nucleotit lién
ké cia no.

Theo mdt sé phwong an, oligonucleotit d6i nghia theo sang ché bao gdm it nhét
mdt nhém axit nucleic bi khéa (Locked Nucleic Acid - LNA), nhu 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
hoic 8 nhém LNA, nhu tir 3 dén 7 hoic 4 dén 8 nhém LNA. Theo phuong 4n dugc uu
tién nhit cho dén nay, it nhit mot trong sb céac thé twong ddng nucleotit ndy 1a axit
nuckﬁcbikhéa(LI%A);Viduitnhét3hoacitnhét4,hoacitnhétS,hoacitnh5t6,hoac
it nhét 7, hodc 8, trong sb céc thé twong ddng nucleotit c6 thé 14 LNA. Theo mot s6
phuong an, tht ca cac thé twong ddng nucleotit c6 thé 1a LNA.

Theo mdt sb phuong 4n, oligonucleotit d6i nghia theo sang ché ¢6 thé bao gdm ca
thé trong ddng nucleotit (t6t hon néu 12 LNA) va nhém ADN. Tét hon néu toan b thé
tuong ddng nucleotit (t5t hon néu 12 LNA) két hop va nhém ADN 1a tir 10 dén 25, nhu
tir 10 dén 24, t5t hon néu 14 tir 10 dén 20, nhu tir 10 dén 18, tham chi t6t hon nita néu 1a
tir 12 dén 16. Theo mdt s6 phuong 4n, trinh ty nucleotit ciia oligonucleotit dbi nghia
theo sang ché, nhu trinh ty nucleotit 1ién k&, gdm it nhat mot thé tvong ddng nucleotit
(t6t hon néu 13 LNA) va nhém nucleotit con lai 1a nhém ADN. Theo mot s6 phuong 4n,
oligonucleotit d6i nghia theo sang ché chi bao gdm thé twong ddng nucleotit LNA va
cc nucleotit c6 trong tu nhién (nhu ARN hodc ADN, t8t nhat néu 13 nucleotit ADN),
tuy y véi céc lién két gitra cac nucleotit duoc bién dbi nhu phosphothioat.

Nhan ra réng khi d& cap dén métip trinh tu nucleotit hodc trinh tu nucleotit dugc
wu tién, ma chi gdm c6 cac nucleotit, cac oligome theo sing ché dugc dinh nghia la trinh
tu ¢6 thé bao gdbm thé twong ddng nucleotit twong tng thay cho mot hodc nhiéu nucleotit
¢6 mit trong trinh ty nay, nhu nhém LNA hodc thé tuong d@)ng nucleotit khac, ma lam
tang tinh on dinh kép/Tm cla oligome/hai dich (tuc 1a thé twong dong nucleotit ting
cuong ai luc).

Phén tich Tm: Oligonucleotit: Oligonucleotit va cac cip dich ARN (PO) duogc pha
lodng dén ndng d6 3 mM trong 500 ml nu6c khong chira RNaza va dugc tron véi 500
ml 2x Tm-dém (NaCl 200mM, EDTA 0,2mM, Naphosphat 20mM, pH = 7,0). Dung dich
dugc gia nhiét dén 95°C trong 3 phut va sau d6 dugc u ¢ nhiét do trong phong trong 30
phut. Nhiét 4o néng chay (Tm) kép dugc do trén quang phd ké Lambda 40 UV/VIS duge
trang bi phén lap trinh nhiét do Peltier PTP6 st dung phe‘in mém PE Templab (Perkin
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Elmer). Nhiét d¢ duoc ting 1én dén khoang tir 20°C dén 95°C va sau d6 giam xuéng
25°C, do hép thu ghi nhan & 260 nm. Dao ham thir nhét va cac gia tri tdi da cuc bo coa
nhiét 6 néng chay va nhiét dd 0 dugc st dung dé danh gia Tmkép.

Theo mdt sb phuong an, t5t hon néu céc bit cap léch bét ky gifra trinh tu nucleotit
cua oligome va trinh ty dich dugc tim thdy trong cac ving nim bén ngoai thé tuong
ddng nucleotit ting cudng ai luc, nhu ving Y’ nhu dugc néu trong phan “Thiét ké
Gapme, va/hodc ¢ vi tri khdng bi bién dbi, nhu nucleotit ADN, trong oligonucleotit,
va/hoic trong cac vung ¢ d3u 5° hodc ddu 3’ d6i vai trinh tu nucleotit 1ién ke.

LNA

Thuéat nglt “LNA” chi thé twong ddng nucleosit hai vong bao gdm cdu ndm gitta vi
tri 2’ va 4’ trong vong riboza (thé twong ddng nucleotit hai vong 2’ dén 4°), va duge biét
1a “Axit nucleic bi khéa”). Trong linh vuc ndy, LNA ddi khi chi BNA (axit nucleic ¢6
cAu hoic axit nucleic hai vong) va hai thuat ngft nay co6 thé duge st dung hoan dbi cho
nhau. Thuit ngtt LNA c6 thé chi monome LNA, ho#c, khi dugc st dung vdi
“oligonucleotit LNA”, LNA chi oligonucleotit chira mft hodc nhidu thé twong dong
nucleotit hai vong nhu vay. Theo mot vai khia canh, thé trong dong nucleosit hai vong
1a nucleotit LNA, va do d6 céc thudt ngit nay co thé duoc str dung hoén d6i cho nhau,
va trong cic phuong 4n nhu vay, ca hai dugce dic trung boi sy ¢6 mat ciia nhém thanh
phéan lién két (nhu cau) ndm giita C2° va C4’ ctia vong duong riboza.

Theo mot sb phuong 4n, oligonucleotit d6i nghia theo sang ché c6 thé bao gdm ca
beta-D-oxy-LNA, va mot hodc nhidu nhém LNA sau: thio-LNA, amino-LNA, oxy-
LNA, 5’-metyl-LNA va/hodc ENA trong cu hinh beta-D hoic alpha-L hodc két hop
ciia n6. Theo mot sd phuong 4n, tAt ca cac nhom xytosin LNA 1a 5’-metyl-xytosin. Theo
mdt sd phuong 4n, it nhit mot thé trong dong nucleosit c6 mat trong ving thir nhét (X°)
12 thé tuong déng nucleosit hai vong, nhu it nhét 2, it nhét 3, it nhét 4, it nhét 5, it nhét
6, it nhét 7, it nhét 8, (trlr nucleosit ADN va hodc ARN cua ving Y’) 1a thé twong dbng
nucleosit ¢6 gbc dudng duge bién ddi, nhu thé twong ddng nucleosit hai vong, nhu LNA,
vi dy, beta-D-X-LNA hogc alpha-L-X-LNA (trong d6 X 14 oxy, amino hodc thio), hodc
cac LNA khac duoc boc 10 trong ban mo ta bao gdm, nhung khong chi giéi han &, (R/S)
cET, cMOE hodc 5’-Me-LNA.

Theo mot sd phuong én, t&t hon néu LNA duoc st dung trong céc hop chét

oligonucleotit theo sang ché c6 cong thic cAu tao chung II:
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R2 \Z
" B Cong thtc I

trong d6 Y dugc chon tir nhém bao gém -O-, -CH,0-, -S-, -NH-, N(R°®) va/hoiac —

CHa-; Z va Z* doc 1ap dugc chon trong s6 lién két gifra cac nucleotit, RY, nhom dau tan
hodac nhom bao v€¢; B cAu thanh gdc bazo nucleotit ty nhién hodc khong tu nhién
(nucleobazo), va RE duge chon tir hydro va Ciu-alkyl; R% R®, RS, R va R®, doc lap tuy
y, dugc chon tir nhém bao gdm hydro, Ci-12-alkyl dugc thé tiy v, Ca-12-alkenyl dugc thé
tuy ¥y, Cr.12-alkynyl dugc thé ty y, hydroxy, Ciiz-alkoxy, Ca.1z-alkoxyalkyl, Ca.1o-
alkenyloxy, carboxy, Ci.12-alkoxycarbonyl, Ci-12-alkylcarbonyl, formyl, aryl, aryloxy-
carbonyl, aryloxy, arylcarbonyl, heteroaryl, heteroaryloxy-carbonyl, heteroaryloxy,
heteroarylcarbonyl, amino, mono- va di(Ci-s-alkyl)amino, carbamoyl, mono- va di(Ci-
s-alkyl)-amino-carbonyl, amino-Ci.¢-alkyl-aminocarbonyl, ~mono- va  di(Ci¢
alkyl)amino-C)--alkyl-aminocarbonyl, Ci-s-alkyl-carbonylamino, carbamido, Ci.-
alkanoyloxy, sulphono, C1.¢-alkylsulphonyloxy, nitro, azido, sulphanyl, Ci-6-alkylthio,
halogen, doan xen k& ADN, nhém c6 hoat tinh quang hoa, nhom cé hoat tinh nhiét hoa,
nhém chelat héa, nhém chi thi, va phdi tir, trong d6 aryl va heteroaryl c6 thé duoc thé
tly y va trong d6 hai phin ti thé sinh d6i R® va R® ciing nhau ¢6 thé chi metylen (=CH>)
duge thé tiy ¥; va RY duge chon tir hydro va Ci4-alkyl. Theo mét s6 phuong 4n R?, RP
R¢, R4 va Re, tuy y doc 14p, dugc chon tir nhém bao gbm hydro va Ci alkyl, nhu metyl.
Vi tht ca cac tam khong dbi xing, cdc nhém khong d6i xtng c6 thé dugc tim thdy theo
huéng R hodc S, vi dy, hai chét déng phén hoa 14p thé duoc léy vi du bao gém dang
ddng phan beta-D va alpha-L, c¢6 thé dugc minh hoa nhu sau:

Z *Z
Z*

o —0
Y/ B z B

Céc nhém LNA dugce dua vi du cu thé dugc thé hién dudi day:
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B-D-amino-LNA

Thuét ngtt "thio-LNA" bao gdm nucleotit bi khoa, trong d6 Y trong cong thirc
chung & trén duge chon tir S hodc -CHz-S-. Thio-LNA ¢6 thé & ca hai cdu hinh beta-D
va alpha-L-.

Thuét nglt "amino-LNA" bao gdm nucleotit bi khoa, trong d6 Y trong cong thirc
chung ¢ trén dugc chon tir -N(H)-, N(R)-, CH2-N(H)-, va -CH2-N(R)- trong d6 R dugc
chon tir hydro va Ci4-alkyl. Amino-LNA ¢6 thé & ca hai cdu hinh beta-D va alpha-L.

Thuét ngit "oxy-LNA" bao gdm nucleotit bi khoa, trong d6 Y trong cong thirc
chung & trén 1a -O-. Oxy-LNA ¢6 thé & c4 hai cdu hinh beta-D va alpha-L.

Thuit ngit "ENA" bao gbm nucleotit bi khoa, trong d6 Y trong cong thirc chung
néu trén 1a -CH,-O- (trong d6 nguyén tir oxy ctia —CH,-O- dugc gén vao vi tri 2° so v6i
bazo B). R°1a hydro hodc metyl.

Theo mdt sd phwong 4n vi dy, LNA dugc chon tlr beta-D-oxy-LNA, alpha-L-oxy-
LNA, beta-D-amino-LNA va beta-D-thio-LNA, cu thé 1a beta-D-oxy-LNA.

Nhu duge st dung trong ban md ta, "nucleosit hai vong" chi nucleosit bién dbi
gdm gbc dudng hai vong. Cac vi du vé nucleosit hai vong bao gbm, nhung khong gi6i

han &, nucleosit gbm c6 cAu gitta nguyén tir vong 4' va 2' ribosyl. Theo mot sb6 phuong
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an, hop chét duoc d@ xuit trong ban mo ta bao gém mdt hoic nhiéu nucleosit hai vong,
trong d6 ciu néi bao gdm 4' dén 2' nucleosit hai vong. Céc vi du vé 4' dén 2' nucleosit
hai vong, gbm, nhung khong chi gi¢i han &, mot trong cac cong thue: 4'-(CHy)- O -2
(LNA); 4'-(CH,)-S-2"; 4-(CHa)a- O -2' (ENA); 4'-CH(CH3)- O -2' va 4-CH(CH2OCH)-
0-2*, va chét tuong tu clia ching (xem, Patent My 7,399,845, cip ngay 15/7/2008); 4'-
C(CH3)(CH3)-0-2', va chét twong tu cia chiing (xem, WO 2009/006478, cong bb ngay
8/1/2009); 4'-CH>-N(OCH3)-2', va chit twong tu cia chung (xem, WO 2008/150729,
cong bd ngay 11/12/2008); 4'-CH»-O-N(CH3)-2' (xem, don sang ché My dugc cong bd
s6 US2004/0171570, cong bb ngay 2/9/2004); 4-CH-N(R)- O -2', trong d6 R 1a H, Ci-
C10 alkyl, hodc nhom bao vé (xem, Patent My 7,427,672, cép ngay 23/9/2008); 4'-CHo-
C(H)(CH3)-2' (xem, Chattopadhyaya, et al, J. Org. Chem.,2009, 74, 118-134); va 4'-
CH»-C(=CHy)-2', va chét twong tur ctia chung (xem, WO 2008/154401, cong bd ngay
8/12/2008). Xem thém, vi du: 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; Patent My sd U.S. 6,670,461, 7,053,207, 6,268,490, 6,770,748,
6,794,499, 7,034,133, 6,525,191, 7,399,845; WO 2004/106356, WO 94/14226, WO
2005/021570, vi WO 2007/134181; Coéng bd U.S. sb US2004/0171570,
US2007/0287831, va US2008/0039618; va loat Patent My s6 12/129,154, 60/989,574,
61/026,995, 61/026,998, 61/056,564, 61/086,231, 61/097,787, va 61/099,844; va
PCT/US2008/064591, PCT/US2008/066154, va PCT/US2008/068922. MBbi trong cac
nucleosit hai vong noéi trén ¢ thé duogc didu ché c6 mot hoic nhiéu ciu trac duong hda
hoc lap thé bao gc‘“)m vi du a-L-ribofuranoza va beta -D-ribofuranoza (xem DK98/00393,
cong bd ngay 25/3/1999 1a WO 99/14226).
Thcornétséphuongén,gécduéng}mivbngcﬁacécnudcoﬂtL}UXgéngnhung
khong chi gidi han &, hop chét c6 it nhat mot cu ndi gitta vi tri 4' va 2' clia gbc dudng
pentofuranosyl, trong d6 cAu ndi nay doc lap gdm 1 hotc tr 2 dén 4 nhom dugc lién két
dugc chon doc 1ap tir - [CiRaXRy)],.-, -C(Ra)=C(Rb)-, -C(Ra)=N-, -C(=NRuy)-, -C(=0)-,
-C(=S)-, - O -, -Si(Ra)2-, -S(=0)x-, va -N(Ra)-; trong do: X 120, 1, hoac2;nla 1,2, 3,
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hoidc 4; mdi Ra va Ry doc 14p 1a H, nhém bao V¢, hydroxyl, C1-Cr2 alkyl, Ci-Ci2 alkyl
duoc thé, Co-Crz alkenyl, C2-Cr2 alkenyl duge thé, C2-Crz alkynyl, C2-Cr2 alkynyl duge
thé, Cs-Cao aryl, Cs-Cao aryl dugce thé, géc di vong, gc“')c di vong dugc thé, heteroaryl,
heteroaryl duoc thé, gbc Cs-C7 alixyclic, gbe Cs-C7 alixyclic duge thé, halogen, OJ;,
NJ1J2, SJ1, N3, COOIJ, axyl (C(=0)- H), axyl dugc thé, CN, sulfonyl (S(=0)2-J1), hodc
sulfoxyl (S(=0)-J1); va mdi J1 va J2 doc 1ap 1a H, C1-Cs alkyl, C1-Ciz alkyl dugc thé, Cs-
C12 alkenyl, C»-C12 alkenyl duoc thé, C,-C12 alkynyl, C»-C12 alkynyl duoc thé, Cs-Cao
aryl, Cs-Cyo aryl duoc thé, axyl (C(=0)- H), axyl dugc thé, gbc di vong, gbc di vong
duoc thé, C1-C12 aminoalkyl, C1-C12 aminoalkyl duoc thé, hodc nhom bao vé.

Theo mdt sé phuong é4n, cAu nbi cia gbc duong hai vong 12 -[C(Ra)(Rb)]a-, -
[C(Ra)(Ro)a- O -, -C(RaRs)-N(R)- O - hoiic, -C(RaRb)- O -N(R)-. Theo mét s phuong
an, cAu néi 1a 4'-CHy-2', 4'-(CHa)-2', 4~ (CHy)3-2', 4-CHa- O -2', 4*-(CHz)o- O -2', 4'-
CH»- O -N(R)-2', va 4'-CH2-N(R)- O -2'-, trong d6 mdi R doc 1ap 1a H, nhom bao V¢,
hoac C1-C12 alkyl.

Theo mdt sb phwong 4n, nucleosit hai vong duoc xac dinh thém bang cu hinh
ddng phan. Vi du, nucleosit gdm céu 4'-2' metylen-oxy, c6 thé & cAu hinh L hodc & cu
hinh beta - D. Truéc ddy, a-L-metylenoxy (4'-CH2-O-2") BNA da dugc két hop vao
oligonucleotit d6i nghia thé hién hoat tinh dbi nghia (Frieden et al, Nucleic Acids
Research, 2003, 21, 6365- 6372).

Theo mdt s& phuong 4n, nucleosit hai vong bao gbm, nhung khong chi gidi han 6,
(A) a-L-Metylenoxy (4'-CH2-O-2") BNA, (B) beta -D-Metylenoxy (4'-CH2-0-2") BNA,
(C) Etyleneoxy (4'-(CH2)2-0-2") BNA, (D) Aminooxy (4'-CH,-O-N(R)-2") BNA, (E)
Oxyamino (4'-CH2-N(R)-0-2") BNA, (F), Metyl(metylenoxy) (4'-CH(CH3)-0O-2") BNA,
(G) metylen-thio (4'-CHz-S-2") BNA, (H) metylen-amino (4'-CH2-N(R)-2") BNA, (I)
metyl carboxyclic (4'-CH,-CH(CH3)-2') BNA, va (J) propylen carboxyclic (4'-(CHa)s-
2" BNA nhu dugc néu ¢ dudi day.

o Bx § 0. Bx
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trong d6 Bx 1a géc bazo va R doc 1ap 12 H, nhém bao vé hodc Ci-Cs alkyl.

Theo mdt sb phuong 4n, nucleosit hai vong duge xic dinh bang cong thirc I:

T,—O
a O Bx
Qa\ S /Qc
(|) Qb
Ty I
trong do:

Bx 12 gbc bazo di vong;

-Qa-Qu-Qe- 13 ~CHa-N(R¢)-CHy-, -C(=0)-N(Rc)-CHa-, -CH-O-N(Rc)-, -CHo-

N(Rc¢)-O-, hodc -N(Rc)-O-CHz;

R 14 C1-C12 alkyl hodc nhdm bdo v€ amin; va

M3i Ta va T ddc 18p 1a H, nhém bao vé hydroxyl, nhém li€n hop, nhéom phospho

phén tng, gdc phospho, hogc lién két cong hoa tri v6i mdi trudong hd tro.

Theo mét sé phuong 4n, nucleosit hai vong dugc xac dinh bang cong thirc IT:

T,~0 o_ Bx

II

trong do:

Bx 1a gdc bazo di vong;
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mdi Ta va T ddc 14p 12 H, nhém bao vé hydroxyl, nhém lién hop, nhém phospho
phan tng, gbc phospho, hoic lién két cong hoéa tri véi mdi trudng hd trg; Za 1a Ci-Ce
alkyl, C»-Cs alkenyl, C2>-Cs alkynyl, Ci-Cs alkyl dugc thé, C2-Cs alkenyl duoc thé, Cs-
Cs alkynyl duoc thé, axyl, axyl duoc thé, amit duoc thé, thiol, hogc thio dugc thé.

Theo mot ) phuong én, mdi trong s6 cac nhom duge thé doc 13p dugc thé mot 1an
hodc nhiéu lan béng cac nhom thé duoc chon ddc 14p tir halogen, oxo, hydroxyl, OJe,
NJg, SJc, N3, OC(=X)]e, va NJ.C(=X)NJcJq, trong do mdi Je, Jq, va Je doc 1ap 1a H, Ci-
Cs alkyl, hodc C1-Cgs alkyl duoc thé va X 13 O hoidc NJc.

Theo mdt sé phuong 4an, nucleosit hai vong duoc xac dinh bang cong thire III:

Ty I

trong do:

Bx 14 gbc bazo di vong;

mdi Ta va Tp doc 14p 12 H, nhém bao vé hydroxyl, nhom lién hop, nhém phospho
phén Ung, gbc phospho, hogc lién két cong hoa tri v6i moi trudng hd tro;

R4 12 C1-Cs alkyl, C2-Cs alkenyl, C»-Cs alkynyl, Ci-Cs alkyl dugc thé, C»-Cs
alkenyl dugc thé, C,-Cs alkynyl dugc thé, hodc axyl (C(=0)-) dugc thé.

Theo mot s& phuong 4n, nucleosit hai vong duoc xac dinh bang cong thirc IV:

% b
T,~O O Bx
O’Tb
q¢
WO
I
OR4
trong do:

Bx 1a gbc bazo di vong; A
mdi Ta va Ty ddc 1ap 12 H, nhém béo vé hydroxyl, nhém lién hgp, nhém phospho

phén ung, gbc phospho, hodc lién két cong hoéa tri véi mdi trudng hd trg;
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Rq 13 C1-Cs alkyl, C1-Cg alkyl duoc thé, C,-Cs alkenyl, C2-Cs alkenyl duge thé, Cs-
Cs alkynyl, C»-Cs alkynyl dugc thé; mdi qp, qc va qa doc 1ap 1a H, halogen, Ci-Cs alkyl,
C1-Cs alkyl duge thé, C>-Ce alkenyl, C2-Cs alkenyl dugc thé, C»-Cs alkynyl, hodc C»-
C6 alkynyl duogc thé, C1-Cs alkoxyl, Q- Cs alkoxyl dugc thé, axyl, axyl dugc thé, C1-Ce
aminoalkyl, hodc C1-Cs aminoalkyl dugc thé;

Theo mdt sé phuong 4n, nucleosit hai vong duge xic dinh bang cong thirc V:

T g o |
T,—O Bx
O-Ty
9e
as
O v
trong do:

Bx 14 gbc bazo di vong;

mdi Ta va Tb ddc 14p 13 H, nhém bao vé hydroxyl, nhém lién hop, nhom phospho
phén Ung, gbc phospho, hogc lién két cong hoa tri v6i moi truong hd tro; mdi qa, qb, ge
va qr ddc 1ap 12 hydro, halogen, Ci-Ci2 alkyl, C1-Cr2 alkyl dugce thé, Cp- C12 alkenyl, Ca-
C12 alkenyl duge thé, Co-Cia alkynyl, C>-Crz alkynyl duge thé, Ci-Ciz alkoxy, Ci-Cia
alkoxy duoc thé, OJ;, ST;, SOJ;, SO2Jj, NJiJk, N3, CN, C(=0)0Jj;, C(=O)NJjJk, C(=0)Jj;,
0-C(=0)NJiJi, N(H)C(=NH)NJjJx, N(H)C(=O0)NJ;Ji hogc N(H)C(=S)NJJi; hodc q. va
qr cung 1a =C(qg)(qn); mdi gg va gn ddc 1ap 1a H, halogen, Ci- Ci2 alkyl, hodc Ci-Crn
alkyl dugc thé.

Viéc téng hop va didu ché cac metylenoxy (4'-CH,-O-2') BNA monome adenin,
xytosin, guanin, 5-metyl-xytosin, thymin, va uraxil, cung voi viéc oligome hda chung,
va cac dic diém nhan biét axit nucleic d3 dugc md ta (xem, vi dy, Koshkin et al.,
Tetrahedron, 1998, 54, 3607-3630). Cac BNA va quy trinh diéu ché ching ciing dugc
md ta trong WO 98/39352 va WO 99/14226.

Chét twong tu clia metylenoxy (4'-CH-O-2") BNA, metylenoxy (4'-CH»-0-2")
BNA, va 2'-thio- BNA, cling da dugc diéu ché {xem, vi dy, Kumar et al., Bioorg. Med.
Chem. Lett., 1998, 8, 2219-2222). Quy trinh diéu ché thé twong dong nucleosit bi khéa
bao gdm céc cdp do6i oligodeoxyribonucleotit lam co chit cho cac polymeraza axit
nucleic ciling d3 dugc md ta (xem, vi du, Wengel et al., WO 99/14226). Hon nita, vi¢c

tdng hop 2'-amino-BNA, chét twong tu oligonucleotit 4i lyrc cao bi gi6i han & hinh dang,
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da dugc md ta trong linh vuc nay (xem, vi du, Singh et al., J. Org. Chem., 1998, 63,
10035-10039). Ngoai ra, 2'- amino- va 2'-metylamino-BNA d& dugc diéu ché va tinh én
dinh nhiét cua cac cdp doi nay véi chudi ARN va ADN bb trg dd dugc bdo céo trude
do.

Theo mot sb phuong 4n, nucleosit hai vong dugc xac dinh bang cong thirc VI:

T,—0 0 Bx
O "'Tb
4
g5 VI
Qi q
trong do:

Bx 1a gbc bazo di vong;

mdi Ta va T doc 14p 12 H, nhém bao vé€ hydroxyl, nhém lién hop, nhém phospho
phén tng, gbc phospho, hodc lién két cong hoa tri v6i moi trudng hd trg; mdi qj, qj, qx
va ql doc 18p 12 H, halogen, Ci-C12 alkyl, C1-Cr2 alkyl duoc thé, C2-Cna alkenyl, C2-C12
alkenyl dugc thé, C>-Ci2 alkynyl, C2-Ci2 alkynyl dugc thé, C1-Ci2 alkoxyl, Cz- Ci2
alkoxyl dugc thé, OJ;, SJj, SOJ;, SO2J;, NJjlk, N3, CN, C(=0)0Jj, C(FO)NJjJx, C(=0)J;,
0-C(=0)NJjJx, N(H)C(=NH)NJJx, N(H)C(=O)NJjJi, hodc (H)C(=S)NJjJ; va qi va g
hodc qi va qx cing 13 =C(qg)(qn), trong do mdi qg va qn ddc 18p 1a H, halogen, Ci-Ci2
alkyl, hosic C1-Cs alkyl dugc thé.

Mot nucleosit hai vong vong cacbon ¢6 cau 4'-(CHy)3-2' va chét twong tu alkenyl,
cAu 4'- CH=CH-CH»-2', d& dugc md ta (xem, vi dy, Freier et al, Nucleic Acids Research,
1997, 25(22), 4429- 4443 va Albaek et al, J. Org. Chem., 2006, 71, 7731-77 '40). Viéc
tbng hop va didu ché nucleosit hai vong vong cacbon cung vdi viéc oligome hoa va cac
nghién ctru héa sinh ctia ching cling da duoc md ta (xem, vi du, Srivastava et al, J. Am.
Chem. Soc. 2007, 129(26), 8362-8379).

Nhu duoc st dung trong ban md ta, "4'-2' nucleosit hai vong" hodc "4’ dén 2'
nucleosit hai vong" chi nucleosit hai vong gbm vong furanoza chira cau nbi nguyén tir
cacbon 2' v4i nguyén tr cacbon 4°.

Nhu dugc sit dung trong ban md ta, "nucleosit dang vong don" chi nucleosit bao

gdm gbc duong da bién d6i khong phai 12 gbc dudng hai vong. Theo mot s6 phuong 4n,
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gbc dudng, hodc chét twong tu gbc dudng, ctia nucleosit ¢6 th dugc bién dbi hodc duge
thé & vi tri bét ky.

Nhu duoc st dung trong ban md ta, "dudng dugc bién ddi 2" nghia 1a dudng
furanosyl dugc bién dbi & vi tri 2'. Theo mét s6 phuong én, cac bién d6i nay bao gdm
phén tir thé dugc chon tir: halogenua, bao gbm, nhung khong chi gi6i han &, alkoxy
duoc thé va khong duoc thé, thioalkyl dugc thé va khong dugce thé, amino alkyl dugc
thé va khong dugc thé, alkyl dugc thé va khong duoc thé, alyl dugc thé va khong duoc
thé, va alkynyl duoc thé va khong duge thé. Theo mot sb phuong 4n, bién d6i 2' dugc
chon tr cdc nhom thé bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &: O[(CH2)nO]mCHs,
O(CH2)aNHo, O(CH2)nCH3, O(CH2)nONHa, OCHC(=O)N(H)CHz, va
O(CH2):ON[(CH2).CH3]2, trong d6 n va m 1a tir 1 dén khoang 10. Nhom thé 2' khéac
cling c6 thé dugc chon tir: Ci-Ci2 alkyl; alkyl dugc thé; alkenyl; alkynyl; alkaryl; aralkyl;
O-alkaryl hoic O-aralkyl; SH; SCH3; OCN; CL; Br; CN; CF3; OCF3; SOCH3; SO,CHj3;
ONO;; NO;; N3; NH»; heteroxycloalkyl; heteroxycloalkaryl; aminoalkylamino;
polyalkylamino; silyl dugc thé; R; nhom roi chuyén; nhém chi thi; nhém xen vao; nhom
dé cai thién céc tinh chit duoc dong hoc; va nhém dé cai thién céc tinh chét dugc dong
thcﬁacécthchétdéinghﬁgvacécphﬁnt&thékhéccécécﬁnhch&ﬁuongtu.Theo
mot sb phuong an, nucleosit bién d6i bao gf‘)m mach bén 2'-MOE {xem, vi du, Baker et
al., J. Biol. Chem., 1997, 272, 1 1944-12000). Viéc thé 2'-MOE da dugc mo ta 12 c6 ai
luc lién két dugce cai thién so v6i nucleosit khong bién ddi va so véi cac nucleosit bién
d6i khac, nhu 2'- O- metyl, O-propyl, va O-aminopropyl. Oligonucleotit co phén tir thé
2 -MOE ciing d& dugc chira la chét trc ché dbi nghia sy biéu hién gen voi cac dic tinh
trién vong dé sir dung in vivo {xem, vi du, 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; va Altmann et al., Nucleosides Nucleotides, 1997, 16, 917-926).

Nhu duge st dung trong ban md ta, "tetrahydropyran nucleosit dugc bién d6i"
hoic "THP nucleosit dugc bién dbi" nghia 12 nucleosit c6 "duong" tetrahydropyran sau
canh dugc thé cho gbc pentofuranosyl & cac nucleosit thong thuong (duwong thay thé).
THP nucleosit duoc bién dbi bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, nhitng loai dugc
néu trong linh vuc nay 1a hexitol axit nucleic (HNA), anitol axit nucleic (ANA), manitol
axit nucleic (MNA) {xem Leumann, CJ. Bioorg. va Med. Chem. (2002) 10:841-854),
flo HNA (F-HNA), hodc hop chét nay duoc xé4c dinh bang cong thic X:
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Cong thuc
44 a4
(0)
s
O jIR,
/ R R
T4

X trong d6 doc 1ap véi mdi trong chung it nhit mot thé twong ddng tetrahydropyran
nucleosit c6 cong thue X:

Bx 1 gbc bazo di vong;

mdi T3 va Ts doc 14p 1a nhém lién két giita nucleosit lién két thé trong dong twong
tu tetrahydropyran nucleosit v6i hop chét dbi nghia hoic mot trong s6 T3 va T4 1a nhém
lién két gitra cac nucleosit lién két thé twong ddng tetrahydropyran nucleosit v6i hop
chit d6i nghia va T3 va T4 khéc 1a H, nhom bao vé hydroxyl, nhém lién hop duogc lién
két, hoic nhoém ddu tan 5' hodc 3'; mdi q1 g2 g3 g4 gs, s va q7 doc 1ap 1a H, C1-Ce alkyl,
C1-Cs alkyl dugce thé, C»-Cs alkenyl, C2-Ce alkenyl dugc thé, C»-Cs alkynyl, hodc C2-Cs
alkynyl dugc thé; va mot trong sb Ry va Ry 13 hydro va nhém con lai dugc chon tir
halogen, alkoxy dugc thé hogc khong duge thé, NILIz, SJ,, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NI1J2,
NI3C(=X) NJ1J2, va CN, trong d6 X 1a O, S, hodc NJi va mdi Iy, Jo, va J3 doc lap 1a H
hodc Ci-Cg alkyl.

Theo mdt sé phuong an, THP nucleosit dugc bién dbi c6 cong thirc X duge dé xuét
trong d6 mdi qm, qn, qps 9, Gs, Gt, Va qu 12 H. Theo mot sd phuong 4n, it nhit mét trong
s6 qm, Gn, Gp» qr» Gs» gt V& qu khong phai 1a H. Theo mot sd phuong 4n, it nhét mot trong
sO Gm, Gn, 9p> Gr> Js> Gt VA qu 1a metyl. Theo mot s6 phuong 4n, THP nucleosit c6 cong
thire X dugce dé xuét trong d6 mot trong s6 Ry va Ry 1a F. Theo mot sb phuong 4n, Ri 14
flo va Ry 12 H, Ry 12 metoxy va Rz 1a H, va Ry la metoxyetoxy va Ra 1a H.

Nhu duge st dung trong ban md ta, "dugc bién d6i & vi tri 2°" hoiic "dugc thé & vi
tri 2°" chi nucleosit chira dudng gdm phén tir thé & vi tri 2° khac ngoai H hodc OH. 2'-
nucleosit bién ddi, bao gdm, nhung khdng chi giéi han &, nucleosit co phén tir thé & vi
tri 2' khong bic cu, nhu alyl, amino, azido, thio, O-alyl, 0-C;-Cyo alkyl, -OCF3, O-
(CH2),-O-CH3, 2'-O(CH2)2SCH3, O-(CHz2)2-O- N(Rm)(Rn), hodc O-CH2-C(=0)-
N(Rm)(Rn), trong do6 mdi Rm va Ry ddc 1ap 1a H hodc C1-Cio alkyl dugc thé hoic khong
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duge thé. Nucleosit dugc bién d6i & vi tri 2° con ¢ thé chira c4c bién dbi khac, vi du, &
vi tri khac cuia dudong va/hodc & nucleobaza.

Nhu dugc st dung trong ban md ta, "2'-F" chi duong chira nhom flo & vi tri 2'.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta, mdi "2'-OMe" hoic "2'-OCH3" hoic "2'-O-
metyl" chi nucleosit chira dudng gdm nhém -OCH3 & vi tri 2' cia vong duong.

Nhu duge st dung trong ban md ta, "oligonucleotit" chi hop chét chira nhiéu
nucleosit duoc lién két.

Theo mot s6 phuong 4n, mdt hodc nhiéu nucleosit dugc bién ddi. Theo mdt $b
phuong 4n, oligonucleotit bao gdbm mdt hodc nhidu ribonucleosit (RNA) va/hodc
deoxyribonucleosit (ADN).

Nhiéu vong thay thé dudng hai vong va ba vong khac duge biét 13 trong linh vuc
nay c6 thé duoc sir dung & bién ddi nucleosit dé két hop vao hop chét d6i nghia {xem,
vi du, xem bai bao: Leumann, J. C, Bioorganic and Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-
854). H¢ vong nay co thé trai qua mot s6 14n thé bd sung dé ting cudng hoat tinh. Phuong
phap diéu ché dudng bién dbi da duoc biét rd boi cac chuyén gia trong linh vuc nay.
Trong nucleotit ¢ gbc duong da bién dbi, phan nucleobazo (tu nhién, bién dbi hoac két
hop cua ching) dugc duy tri dé lai véi dich axit nucleic thich hop.

Theo mdt s phuong &n, hop chét d6i nghia chira mot hodc nhiéu nucleotit c6 gbc
duong da bién d6i. Theo mdt sé phuong én, gbc duong bién d6i 1a 2'-MOE. Theo mot
s phuong 4n, nucleotit bién ddi 2'-MOE duoc sip xép motip Gapme. Theo mot s6
phuong an, gbc duong bién ddi 1a cEt. Theo mot sé phwong 4n, nucleotit dugc bién dbi
cEt duoc sip xép thong qua c4c canh ciia métip Gapme.

Theo mdt sd phuong 4n, trong LNA, R* va R*" cing chi ludng gbc —O-
CH(CH20CH3)- (2’ O-metoxyetyl axit nucleic hai vong - Seth at al., 2010, J. Org. Chem)
— & chu hinh R- hoic S-.

Theo mot sb phuong 4n, trong LNA, R* va R¥ cung chi ludng gbe —O-
CH(CH,CH3)- (2°O-etyl axit nucleic hai vong - Seth at al., 2010, J. Org. Chem). — ¢ ciu
hinh R- hodc S-.

Theo mot sb phuong 4n, trong LNA, R** va R*" ciing chi ludng gbc —O-CH(CH3)-
. — & chu hinh R- ho#ic S-. Theo mdt sé phuwong én, R** va R*" cling chi ludng gbc —O-

CH,-O-CHb»- - (Seth at al., 2010, J. Org. Chem).
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Theo mot s6 phuong 4n, trong LNA, R** va R? cung chi ludng gbc —O-NR-CH3-
- (Seth at al., 2010, J. Org. Chem).

Theo mdt sb phuong 4n, don vi LNA ¢6 céu triic dugc chon tir cdc nhom sau:

g 3 § .CHs
(0] B o] (0] 5
(0] (@)
H ~~— MeOCH ~
3C 0 0] e 2 o (o)
3 3
(R,S)-cEt (R,S)-cMOE (R,S)-5'-Me-LNA

Viéc két hop thé twong ddng nucleotit ting cudng &i lyc trong oligome, nhu LNA
hoic duong dugc thé & vi tri 2, c6 thé cho phép gidm kich thudce cua oligome lién két
dic hiéu, va cling co thé giam gi6i han trén xubng kich thudc clia oligome trude khi xay
ra lién két khong dic hiéu hodc lién két bat thuong.

Céc tac gia da danh gia tinh gy doc thén cla hop chét cET (st dung (S)-cET, véi
trinh tu (Hop chét ID 6/411847 ciia WO 2009/12495 va hop chit beta-D-oxy LNA so
sanh (6/392063 ctia WO 2009/12495) va phat hién ra ring hop chét cET goi ra tinh gay
ddc than cao mdt cach ngac nhién so véi d6i chung beta-D-oxy LNA. Nghién ctu la
nghién ctru lidu don, giét chét sau 3 ngay (xem EP1984381 vi du 41 vé phuong phép,
mac du cac tac gia sang ché st dung chudt NMRI). Tinh gy doc than dugc xéac nhén
bang phan tich mé hoc. DAu hiéu dang chi y cta tinh gdy ddc than ma céc tac gia sang
ché da thiy & liéu cta hop chit cET thip hon liéu ctia ALT huyét thanh dugc luu ¥, chi
ra rang hop chét cET, tinh gy doc than c6 thé 12 vAn d& cu thé. Viéc st dung thé lién
hop theo sang ché, nhu thé lién hop GalNAc ba hda tri do d6 12 hitu dung cao trong viée
lam giam tinh gdy ddc than cta hop chit LNA, nhu hop chét cET.

Theo mdt sd phuong 4n, oligome bao gbm it nhét 1 thé twong ddng nucleosit. Theo
mdt sd phuong 4n, oligome bao gbm it nhit 2 thé twong ddng nucleotit. Theo mot sb
phuong an, oligome bao gbm tir 3-8 thé twong ddng nucleotit, vi du, 6 hoac 7 thé twong
ddng nucleotit. Theo phuong én duge wu ti€n nhét, it nhat mt trong céc thé trong dong
nucleotit ndy 1 axit nucleic bi khéa (locked nucleic acid, LNA); vi du it nhét 3 hojc it
nhét 4, hodc it nhét 5, hodc it nhét 6, hoic it nhét 7, hodc 8 thé tuong déng nucleotit c6
thé 1a LNA. Theo mét sb phuong 4n, tht ca cac thé trong ddng nucleotit co thé 1a LNA.

Dugc cong nhan rang khi néi métip trinh ty nucleotit dugc wu tién hodc trinh tu

nucleotit, chtra chi nucleotit, oligome theo sang ché dugc x4c dinh béng trinh tu 6 thé

-36-



35809

chira thé twong ddng nucleotit twong ng thay cho mot hogc nhidu nucleotit c6 trong
trinh tu nay, nhu don vi LNA hodc thé tuong déng nucleotit khac, lam tang tinh 6n dinh
kép/Tm cua cdp oligome/dich (trc 1a thé trong ddng nucleotit ting cudng ai luc).

Thé twong ddng nucleotit dugc vu tién 1a LNA, nhur oxy-LNA (nhu beta-D-oxy-
LNA, va alpha-L-oxy-LNA), va/hodc amino-LNA (nhu beta-D-amino-LNA va alpha-
L-amino-LNA) va/hoic thio-LNA (nhu beta-D-thio-LNA va alpha-L-thio-LNA)
va/hodc ENA (nhu beta-D-ENA va alpha-L-ENA).

Theo mot sb phuong 4n, oligome theo sang ché, nhu ving A, c¢6 thé chia don vi
LNA va thé trong ddng nucleotit khac. Thé twong dong nucleotit khéc c6 trong oligome
theo sang ché dugc chon doc 1ap tir, vi du: don vi 2°-O-alkyl-ARN, don vi 2’-amino-
ADN, 2’-flo-ADN, don vi LNA, don vi axit arabino nucleic (ANA), don vi 2’-flo-ANA,
don vi HNA, don vi INA (axit nucleic xen vao -Christensen, 2002. Nucl. Acids. Res.
2002 30: 4918-4925, dugc két hop & day dé tham khao) va don vi 2’MOE. Theo mot sd
phuong an, chi mot trong cac loai néu trén cua thé twong ddng nucleotit c6 trong oligome
theo séang ché, nhu ving thi nhét, hoic trinh tu nucleotit lién k& cua no.

Theo mdt s6 phuong 4n, oligome theo sang ché (ving A) do d6 c6 thé bao gOm it
nhéAt mot don vi axit nucleic bi khoa (LNA), nhu 1,2, 3,4, 5, 6,7, hodc 8 don vi LNA,
nhu tir 3 — 7 hodic 4 dén 8 don vi LNA, hoiic 3, 4, 5, 6 hodc 7 don vi LNA. Theo mt s
phuong an, tAt ca cac thé twong dong nucleotit 1a LNA. Theo mot s6 phuong 4an, oligome
c6 thé bao gém ca beta-D-oxy-LNA, va mot hodc nhiéu don vi LNA sau: thio-LNA,
amino-LNA, oxy-LNA, Ve‘l/hoéc ENA & ca ciu tric beta-D hoic alpha-L ho#c cac két
hop cua ching. Theo mdt sd phuong 4n tAt ca LNA, cac don vi xytosin 1a 5’metyl-
xytosin. Theo mot s6 phuong 4n cta sang ché, oligome (nhu ving thtt nhét va ving thir
hai tuy y) co thé chtra ca don vi LNA va ADN. Theo mot s6 phuong 4n, téng céac két
hop ciia cic don vi LNA va ADN Ia 10-25, nhw 10 — 24, tt hon néu 1a 10-20, nhu 10 —
18, nhu 12-16. Theo mét sd phuong 4n cua sang ché, trinh tu nucleotit clia oligome, cuia
viung thr nhét cta ching, nhu trinh ty nucleotit lidn k& chtra it nhat mot LNA va don vi
nucleotit con lai 1a don vi ADN. Theo mot sb phuong 4n oligome, hodc ving thi nhét
cta chung, bao gdm chi LNA, thé twong ddng nucleotit va nucleotit c6 trong ty nhién
(nhu ARN hodc ADN, tdt nhat 13 ADN nucleotit), tiy ¥ véi lién két gifta cac nucleotit

dugc bién ddi nhu phosphothioat.
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B6 sung thém ARNza

Puogc thy ring hop chét oligome ¢6 thé c6 chirc ning thong qua sy phan rd ARN
thong tin dich dugc didu bién boi thanh phan khong phai RNaza, chéng han nhu trd ngai
v& khong gian ctia viéc dich m3, hodc cac phuong phap khac. Theo mot sb phuong an,
oligome theo sang ché c6 kha nang bo sung thém endoribonucleaza (RNaza), nhu RNaza
H.

Uu tién 13 oligome nay, nhu ving A, hodc trinh tu nucleotit 1ién ké, bao gém ving
gdm it nhét 4, nhu it nhét 5, nhu it nhét 6, nhu it nhét 7 don vi nucleotit lién tiép, nhu it
nhét 8 hodc it nhét 9 don vi nucleotit lién tiép (géc), bao gém 7,8,9,10,11, 12, 13, 14,
15 hoic 16 nucleotit lién tiép, chiing, khi dugc tao thanh trong mot phirc kép véi ARN
dich bd tro c6 kha ning bd sung thém RNaza (nhu don vi ADN). Trinh tu 1ién ké c6 kha
ning bd sung thém RNAza c6 thé 1a ving Y’ nhu duge chi ra & trong trudng hop cia
Gapme dugc mo ta ¢ day. Theo mot s6 phuong 4n, kich thuée cia trinh tu 1ién ké c6
kh ning bd sung thém RNAza, nhu viing Y, c6 thé 1a 16n hon, nhu 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 hodc 20 don vi nucleotit.

EP 1222 309 d& xuét phuong phép in vitro dé x4c dinh hoat tinh RNazaH, ¢ thé
duoc str dung dé x4c dinh kha ning bd sung thém RNazaH. Oligome dugc cho la ¢ kha
ning bd sung thém RNAza H néu, khi duoc cung cip dich ARN bd tro, n6 co ty 18 bét
dAu, khi duge do & pmol/l/phit, it nhat 1%, nhu it nhit 5%, nhu it nhét 10% hoic, nhiéu
hon 20% ty 1& ban ddu dugc x4c dinh bang cach sir dung ADN chi oligonucleotit, ¢6
cung trinh ty bazo nhung chi chira ADN monome, khong thé & vi tri 2°, c6 nhom lién
két phosphothioat gifta tAt ca cdc monome trong oligonucleotit, sit dung phwong phéap
dugc néu trong vi du 91 - 95 cta EP 1 222 309.

Theo mot s6 phuong 4n, oligome dudng nhu dwgc coi la co ban khdng c6 kha nang
bd sung thém RNAzaH néu, khi dugc cung cép dich ARN b trg, va RNazaH, ty 1€ ban
dau ctia RNazaH, dugc do & pmol/I/phut, nhd hon 1%, nhu nh6 hon 5%, nhu nho hon
10% hodc nho hon 20% ty 1€ ban diu duge xac dinh bang cach st dung ADN tuong
duong chi oligonucleotit, khong dugc thé & vi tri 2°, ¢6 nhom lién két phosphothioat
gitta tht ca cac nucleotit trong oligonucleotit, st dung phuong phip dugce néu trong vi
du 91 - 95 cia EP 1 222 309.

Theo cac phuong an khac, oligome dugc coi la c6 kha nang bd sung thém RNAzaH

néu, khi dugc cung cép dich ARN bb trg, va RNazaH, ty 1¢ ban diu RNazaH, khi dugc
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do & pmol/l/phit, 14 it nhat 20%, nhu it nhit 40%, nhu it nhat 60%, nhu it nhat 80% ty
1& ban diu duge xac dinh bing cach sit dung ADN twong duong chi oligonucleotit,
khong duoc thé & vi tri 2°, c6 nhoém lién két phosphothioat giita tht ca cac nucleotit trong
oligonucleotit, st dung phwong phap dugc néu trong vi du 91 - 95 cua EP 1222 309.

Thoéng thudng ving cua oligome tao thanh don vi nucleotit lién tiép, khi tao thanh
trong cdp d6i voi ARN dich bd sung 14 c6 kha ning bd sung thém RNAza chira don vi
nucleotit tao thanh ADN/ARN gidng cip doi véi dich ARN. Oligome theo séng ché,
nhu ving thir nhét, c6 thé chira trinh tu nucleotit bao gdm ca hai nucleotit va thé twong
dﬁ“)ng nucleotit, va co thé 1a vi du, ¢ dang Gapme.

Thiét ké Gapme

Theo mét sb phwong 4n, oligome theo sang ché, nhu ving thi nhét, bao gdbm hoic
12 Gapme. Gapme oligome 12 oligome chira doan kéo dai lién tiép ciia cac nucleotit ¢6
kha ning bd sung thém RNAza, nhu RNazaH, nhu ving c6 it nhét 6 hoic 7 ADN
nucleotit, & ddy dugc goila ving Y’ (Y?), trong d6 ving Y” di vong qua sudn ca hai dau
5’ va 3’ boi ving ctia thé tuong d6ng nucleotit ting cudng 4i lyc, nhu tir 1 -6 thé twong
dong nucleotit diu 5’ va 3> dén nucleotit kéo dai lién tiép c6 kha ning bd sung thém
RNAza — cac vung nay dugc goi la lan lwot 12 ving X* (X)) va Z’ (Z2°). Ving X° va Z”
cing ¢6 thé duoc goi 1a canh ciia Gapme. Cac vi du vé Gapme duoc boc 16 trong WO
2004/046160, WO 2008/113832, va WO 2007/146511.

Theo mdt s6 phuong 4n, monome c6 kha nang bd sung thém RNAza dugc chon tir
nhém bao gdm monome ADN, monome alpha-L-LNA, monome ADN dugc alkyl hoa
& dau C4> (xem PCT/EP2009/050349 va Vester et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 18
(2008) 2296 — 2300, dugc két hop & day dé tham khao) va UNA (axit nucleic khong lién
két) nucleotit (xem Fluiter et al., Mol. Biosyst., 2009, 10, 1039). UNA la axit nucleic
khong bi khoa, dién hinh trong d6 lién két C2 — C3 C-C cua riboza da dugc loai bd, tao
thanh gdc “dudng” khdng bi khoa. Tét hon néu Gapme bao gbm trinh tw (poly)nucleotit
¢6 cong thirc (5° dén 3°), X>-Y -2, trong d6; ving X’ (X’) (ving 5°) gbm hoic bao gdm
it nhat mot thé twong ddng nucleotit, nhu it nhét mét don vi LNA, nhu tr 1-6 thé tuong
déng nucleotit, nhu don vi LNA, va; ving Y’ (Y’) gém hoidc bao g(“)m it nhat bon hoic
it nhit nim nucleotit lién tiép c6 kha ning bd sung thém RNAza (khi tao thanh phurc hai
v&i phan tot ARN bd trg, nhu ARN thong tin dich), nhu ADN nucleotit, va; viung Z” (Z7)
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(ving 3°) gdbm hoic bao gbm it nhat mot thé twong ddng nucleotit, nhu it nhét mét don
vi LNA, nhu tir 1-6 thé tuong déng nucleotit, nhu don vi LNA.

Theo mdt sb phuong 4n, ving X’ bao gbm 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6 thé tvong dong
nucleotit, nhw don vi LNA, nhu tir 2-5 thé tvong dong nucleotit, nhu 2-5 don vi LNA,
nhu 3 hoac 4 thé tuong déng nucleotit, nhu 3 hodc 4 don vi LNA; va/hodc nhu ving Z
bao gdbm 1, 2, 3, 4, 5 hodc 6 thé twong ddng nucleotit. Pon vi LNA, nhu tir 2-5 thé twong
d6ng nucleotit, nhu 2-5 don vi LNA, nhu 3 hodc 4 thé trong ddng nucleotit, nhu 3 hodc
4 don vi LNA.

Theo mdt sb phuong 4n, Y’ gdm hodc bao gdm 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 hoac 12
nucleotit lién tiép c6 kha nang bd sung thém RNAza, hogc tlr 4-12 hodc tir 6-10, hodc tir
7-9, nhu 8 nucleotit lién tiép ¢6 kha niang bd sung thém RNAza. Theo mot s6 phuong
4n ving Y’ gdbm hoic bao gbm it nhat mot don vi ADN nucleotit, nhu 1-12 don vi ADN,
t6t hon 14 tir 4-12 ADN don vi, tot hon nita 1a tir 6-10 don vi ADN, nhu tir 7-10 don vi
ADN, t6t nhit 13 8, 9 hogc 10 don vi ADN.

Theo mot sd phuong 4n ving X bao gbm 3 hoic 4 thé twong ddng nucleotit, nhur
LNA, vung X’ gém c6 7, 8, 9 hodc 10 don vi ADN, va vung 2’ gém c6 3 hoidc 4 thé
twong ddng nucleotit, nhw LNA. Thiét ké nay gom (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. Theo mdt phuong an dugc
wu tién, Gapme 14 3-9-4 Gapme, thdm chi uu tién hon 1a 3-10-3 Gapme.

Thiét ké Gapme khac dugc boc 16 trong WO 2004/046160. WO 2008/113832, don
nay xin hudéng quyén uu tién tir don patent My sb6 60/977,409, goi 1a oligome gapme
doan ngin (shortme). Theo mot s6 phuong 4n, oligome c6 mit & déy co thé 13 Gapme
doan ngin nay.

Theo mét sé phwong 4n, oligome, vi dy, ving X, gbm c6 trinh tu nucleotit lién ké
¢6 10, 11, 12, 13 hodc 14 don vi nucleotit, trong do trinh tu nucleotit lién k& bao gém
hoic c6 cong thire (5° —3%), X*-Y’-Z’ trong do; X’ gdm c6 1, 2 hodc 3 don vi thé tuong
dEA)ng nucleotit, nhu don vi LNA; Y’ gém ¢ 7, 8 hoac 9 don vi nucleotit 1ién k& c6 kha
nang bd sung thém RNAza khi tao thanh & dang phirc ddi v6i phéan tr ARN bb trg (nhu
dich ARN thong tin); va Z’ gc‘A)m c6 1,2 hodc 3 don vi thé tuong déng nucleotit, nhu don
vi LNA.

Theo mot sb phuong 4n, X’ gém c6 1 don vi LNA. Theo mot sb phuong an, X’

gém ¢6 2 don vi LNA. Theo mot sb phuong 4n, X’ gém c6 3 don vi LNA. Theo mot s6
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phuong an, Z’ gdm c6 1 don vi LNA. Theo mdt sé phuong 4n, 7’ gbm c6 2 don vi LNA.
Theo mot sé phuong 4n, Z’ gbm c6 3 don vi LNA. Theo mét s6 phwong 4n, Y gbém c6
7 don vi nucleotit. Theo mot ) phuong an, Y’ gém ¢O 8 don vi nucleotit. Theo mot sb
phuong én, Y’ gE‘)m ¢O 9 don vi nucleotit. Theo mot sb phuong én nhét dinh, ving Y’
gdm c6 10 monome nucleosit. Theo mot s6 phuong an nhét dinh, ving Y’ chita hoic
bao gébm 1 — 10 monome ADN. Theo mét sd phuong 4n, Y’ bao gbém tir 1 — 9 don vi
ADN, nhu 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 hodc 9 don vi ADN. Theo mot sb phuong an, Y’ gém co
don vi ADN. Theo mot sb phuong an, Y’ bao gém it nhAt mot don vi LNA & cAu tric
alpha-L, nhu 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 hodc 9 don vi LNA ¢ cAu tric alpha-L. Theo mot sb
phuong an, Y’ bao gdm it nhét mdt don vi alpha-L-oxy LNA hodc trong d6 tat ca cac
don vi LNA trong ciu tréic alpha-L- 1 don vi alpha-L-oxy LNA. Theo mot s6 phuong
4n sd nucleotit ¢6 trong X’-Y’-Z’ dugc chon tir nhém bao gém (don vi chit twong tu
nucleotit — vung Y’ — don vi chét trong tu nucleotit): 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, hoac;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, hoic; 1-10-1, 1-10-2, 2-10-1, 2-10-2, 1-10-3, 3-10-1, 2-10-3, 3-
10-2. Theo mét sb phwong 4n, s6 don vi nucleotit trong X’-Y’-Z’ dugc chon tir nhom
bao gdm: 2-7-1, 1-7-2, 2-7-2, 3-7-3, 2-7-3, 3-7-2, 3-7-4, va 4-7-3. Theo mdt s6 phuong
4n nhét dinh, mdi ving X’ va Y’ gbdm c6 ba monome LNA, va ving Y’ gdm c6 8 hoic
9 hoac 10 monome nucleosit, t6t hon néu 12 monome ADN. Theo mot sb phuong é&n, ca
XvazZ’ g@)m ¢6 hai don vi LNA mdi, va Y’ gém cO 8 hodc 9 don vi nucleotit, tdt hon
néu 1a don vi ADN. Theo cic phuong an khac nhau, thiét ké Gapme khéc bao gdm céc
gapme trong d6 vung X’ va/hodc Z’ gbm ¢6 3, 4, 5 hodc 6 thé trong ddng nucleosit, nhu
monome chira dudng 2’-O-metoxyetyl-riboza (2’-MOE) hodc monome chira duong 2’-
flo-deoxyriboza, va vung Y’ g6m ¢6 8,9, 10, 11 hodc 12 nucleosit, nhu monome ADN,
trong d6 ving X’-Y’-Z’ ¢6 3-9-3, 3-10-3, 5-10-5 hogc 4-12-4 monome. Céc thiét ké
Gapme khac dugce boc 16 trong WO 2007/146511A2.

LNA gapme: LNA gapme la oligome gapme (ving A) bao gdm it nhit mot LNA
nucleotit. SEQ ID NO 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 va 40 1a LNA oligome gapme. Oligome v6i
trinh tu 1ién k& gdm 10 — 16 nucleotit bd trg v6i doan c6 chiéu dai twong tng cua SEQ

ID NO 33 hoac 34 hodc 45 ¢o thé 1 oligome gapme nhu LNA gapme.
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Lién két gifra cac nucleotit

Monome nucleosit ctia oligome (vi du, vung thir nhét va ving thir hai) duge mo ta
& day dugc két d6i v6i nhau thong qua nhém lién két giita cac nucleosit. Mot cach phu
hop, mdi monome dugec lién két véi monome lién k& du 3’ qua nhém lién két.

Ngudi ¢ trinh d§ trung binh trong linh vyc nay s€ hiéu rang, trong ngft cinh cta
sang ché, monome dAu 5° & ddu cia oligome khong chira nhom lién két ddu 5°, mic du
¢6 thé chira hodic c6 thé khong chira nhém dau tan ddu 5°, hogic nhém lién két dé lién
hop.

Céc thuat ngit "nhém lién két" hogc “lién két giita cac nucleotit” déu c6 nghia 1a
nhém c6 kha nang ghép cidp cong hoa tri hai nucleotit. Vidu cu thé va dugc uu tién gém
nhom phosphat va nhém phosphothioat. Lién két giira cac nucleosit c6 thé dugc sir dung
thay ddi 13n nhau véi lién két gitta cac nucleotit.

Nucleotit ctia oligome theo sang ché hodc trinh tu nucleotit 1ién ké ctia chuing dugc
ghép cdp cuing nhau qua nhém lién két. Mi nucleotit duoc lién két voi nucleotit lién ké
d4u 3’ qua nhém lién két.

Lién két gifta cdc nucleotit thich hop gbm cac lién két duoc liét ké trong WO
2007/031091, vi du lién Kkét gitta cac nucleotit dugc liét ké trong doan dau tién cla trang
34 WO 2007/031091. Theo mot s& phuong 4n, d6 13, lién két khéc ngoai phosphodieste
cta vung B (khi no xuét hién), tot hon néu bién ddi lién két gitta cac nucleotit tir
phosphodieste binh thudng tré nén khang tdt hon khi bi tin cong boi nucleaza, nhu
phosphothioat hodc boranophosphat — hai chét nay, co thé bi phan cit boi RNaza H,
cling cho phép con dudng uc ché d6i nghia trong viéc 1am giam biéu hién ctia gen dich.

Theo mot s& phuong 4n oligome theo sang ché bao gdm mdt hodc nhiéu lién két
nucleosit dwoc chon t nhém bao gdbm phosphothioat, phosphodithioat va
boranophosphat.

Luu huynh (S) thich hgp chira lién két giita cac nucleotit dugc néu & dayco thé
dwoc wu tién hon, nhu phosphothioat hodc phosphodithioat. Lién két gitta cac nucleotit
phosphothioat cing dugc wu ti€n hon, cu thé 1a dbi voi ving thtt nhét, nhu trong gapme,
mixme, oligome chuyén dbi ndi antimir, va totalme.

Thuat ngit ‘mixme’ chi oligome chira ca nucleotit c6 trong tu nhién va khong cé

trong ty nhién, trong do, d6i 14p véi gapme, tailme, va headme khong c6 trinh tu lién ké
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nhidu hon 5, va theo mot sd phuong 4n khong nhiéu hon 4 nucleotit c6 trong tu nhién
lién tiép, nhu khong nhiéu hon ba nucleotit c6 trong tu nhién lién tiép, nhu don vi ADN

Thuét ngit “totalme” chi oligome s¢i don chi bao gbm nucleosit khong ¢ trong tu
nhién, nhu thé trong déng nucleosit dugc bién dbi & gbe duodng.

Pbi véi gapme, lién két gitta cac nucleotit trong oligome c6 thé, vi du 1a
phosphothioat hodc boranophosphat sao cho cho phép phén cit RNaza H ARN dich.
Phosphothioat dugc uu tién, dé cai thién tinh khang nucleaza va cac ly do khac, nhu dé
san xuét.

Theo mot khia canh, ngoai trir lién két phosphodieste gifta ving thtr nhét va ving
thir hai, va ty y trong vung B, lién két giita cac nucleosit con lai cia oligome theo sang
ché, nucleotit va/hodc thé tuong dong nucleotit duge lién két voi nhau bing nhém
phosphothioat. Theo mot ) phuong an, it nhét 50%, nhu it nhit 70%, nhu it nhat 80%,
nhu it nhat 90% nhu tit ca cac lién két gitta cac nucleosit gifta nucleosit trong ving thir
nhét 12 lién két khac ngoai phosphodieste (phosphat), nhur dugc chon tir nhém bao gbdm
phosphothioat phosphodithioat, hodc boranophosphat. Theo mot s6 phuong an, it nhét
50%, nhur it nhit 70%, nhu it nhét 80%, nhu it nhét 90% nhw tit ca lién két gitta céc
nucleosit gifta nucleosit trong vung thir nhét 13 phosphothioat.

WO009124238 chi hop chét oligome ¢6 it nh4t mdt nucleosit hai vong dugc gin
vao dAu tan 3' hodc 5' bang lién két gitra cac nucleosit trung tinh. Do d6, oligome theo
sang ché c6 thé co it nhit mot nucleosit hai vong gan vao dAu tan 3' hodc 5' bang lién
két gitta c4c nucleosit trung tinh, nhu mot hodc nhiéu phosphotrieste, metylphosphonat,
MMI, amit-3, formaxetal hodc thioformaxetal. Lién két con lai co thé 1a phosphothioat.
Thé lién hop oligome (Vung C)

MOot khia canh khéc cua sang ché 1a thé lién hop oligonucleotit d6i nghia chira
oligome theo sang ché, va it nhit mot gdc khong phai nucleotit hodc khong phai
polynucleotit (C) duoc lién két cong hoa tri v6i oligome nay (A), tiy y thong qua ving
lién két c6 vi tri & gitta trinh tu 1ién ké ctia oligome va gbc lién hop nay (B va/hodc Y).

Céc gbc lién hop tiéu biéu ma d3a duoc st dung véi oligonucleotit cd thé bao gom
cac phan tur va chét béo (thom va khong thom) bao gdm cac phan tt steroit; cac protein
(vi dy, khang thé, enzym, protein huyét thanh); c4c peptit; cac vitamin (tan trong nude
hodc tan trong lipit); cac polyme (tan trong nudc hodc tan trong lipit); cac phan tir nho

bao gdm thudc, doc tb, phan ti bédo cdo, va phéi tir ctia thy thé; phirc hop cacbon hydrat;
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phtrc hgp phén tach axit nucleic; chét chelat hoa kim loai (vi dy, porphyrin, texaphyrin,
ete chop, v.v.); cac chét trung gian bao gbm photonucleaza lai/chét trung gian; cac thanh
phén lién két chéo (vi du, quang hoat, hoat tinh oxy hoa-khtr), va céc tb hop va céc dan
xudt ctia ching. Cac gbc lién hop thich hop, viée didu ché ching va su lién két véi cac
hop chit oligome dugc d& xuét, vi duy, trong WO 93/07883 va patent My s6 6,395,492,
mbi tai lidu nay dugc két hop toan bo & day dé tham khao. Céc thé lién hop oligonucleotit
va viéc tdng hop chiing cling dugc bio cdo trong cdc cude thdm tra toan dién boi
Manoharan trong Antisense Drug Technology, Principles, Strategies, and Applications,
S.T. Crooke, ed., Ch. 16, Marcel Dekker, Inc., 2001 va Manoharan, Antisense and
Nucleic Acid Drug Development, 2002, 12, 103, mdi tai liéu nay duoc Kkét hop toan bd
& day dé tham khao.

Theo mot s6 phuong 4n, oligome theo sang ché dugc nhim dich dén gan - tic 1a
sau khi st dung toan than hop chét tich tu trong té bao & gan (nhu t€ bao gan). Viéc
nhim dich dén gan c6 thé chu yéu dugc ting cudng bang cach b sung gbc lién hop (C).
Tuy nhién, dé tdi da hoa tinh hidu qua cta oligome, thuong dugc mong mudn 12 thé lién
hop (hoic gbe nhim dich) dwoc lién két v6i oligome thong qua thanh phén lién két phan
tach sinh hoc (B), nhu thanh phén lién két nucleotit phosphat. Do d6 mong mudn 13 st
dung gbc lién hop ma tang cuong su hép thu va hoat tinh trong cac té bao gan. Sy ting
cuong hoat tinh ¢6 thé 1a do su hép thu dugc ting cuong hodc co thé 1a do tinh hiéu
nghiém cua hgp chét trong cac té bao gan dugc ting cudng.

Theo mdt sb phuong 4n, hop chét oligome 14 oligome LNA, nhu gapme, hodc vi
dy, oligome ddi nghia LNA, (ma ¢c6 thé dugc goi 1a ving A trong ban mo ta) bao gdm
oligome d6i nghia, tiry y thanh phéan lién két phan tach sinh hoc, nhu ving B, va thé lién
hop cacbon hydrat (ma co thé duoc goi 1a ving C). Oligome dbi nghia LNA c6 thé c6
chidu dai tir 7 dén 30, nhu tir 8 dén 26 nucleosit va chua it nhit mdt don vi LNA
(nucleosit).

Theo mét sé phwong 4n, thé lién hop 12 hoic ¢6 thé chtra cacbon hydrat hogc chira
nhém cacbon hydrat. Theo mot sb phuong 4n, cacbon hydrat nay dugc chon tr nhém
bao gdm galactoza, lactoza, n-axetylgalactosamin, mannoza, va mannoza-6-phosphat.
Theo mdt s6 phuong 4n, nhém thé lién hop 1a hodic c6 thé chira mannoza ho#c mannoza-
6-phosphat. Thé lién hop cacbon hydrat c6 thé duoc st dung dé tang cudng sy phén
phéi hoc hoat tinh trong pham vi cdc md, nhu gan va/hogc co. Xem, vi du, EP1495769,
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W099/65925, Yang et al., Bioconjug Chem (2009) 20(2): 213-21. Zatsepin &
Oretskaya Chem Biodivers. (2004) 1(10): 1401-17.

Theo mdt sb phuong 4n, gbc cacbon hydrat khong phai 1a polyme cacbon hydrat
mach thing. Theo mot s6 phuong 4an, hop chét oligome 14 oligome LNA, vi dy, oligome
dbi nghia LNA, (ma c6 thé duoc goi 1a viing A trong ban md ta) chira oligome d6i nghta,
ving B nhu dugc x4c dinh trong ban md ta, va gbc lién hop nhim dich thu thé
asialoglycoprotein, nhu gbc GalNAc (ma c6 thé duoc goi 1a viing C). Gbc cacbon hydrat
¢6 thé 13 da héa tri, nhu, vi du 2, 3, 4 hodc 4 gbc cacbon hydrat gidng nhau hozc khong
gidng nhau c6 thé duogc lién két dong hoéa tri véi oligome, tuy y théng qua mot thanh
phan lign két hodc cc thanh phan lién két (nhu ving Y).

Céc gbe lién hop GalNAc

Theo mdt sb phuong 4n, gbc cacbon hydrat khong phai 14 polyme cacbon hydrat
mach théng. Tuy nhién, géc cacbon hydrat c6 thé 14 da hoa tri, nhu, vi du 2, 3, 4 hodc 4
gdc cacbon hydrat gidng nhau hozc khong gidng nhau c6 thé dugc lién két dong hoa tri
v6i oligome, tiy ¥ thong qua mot thanh phan lién két hogic cac thanh phan lién két. Theo
mot s6 phuong 4n, sang ché d& xuét thé lién hop chira oligome theo sang ché va gbc lién
hop cacbon hydrat. Theo mot s6 phuong 4n, séng ché dé xuét thé lién hop chira oligome
theo sang ché va gdc lién hop nhém dich thu thé asialoglycoprotein, nhu gbc GalNAc,
ma c6 thé tao ra mot phan ctia ving khac (con dugc goi 1a viing C).

Séang ché con dé xuét oligonucleotit dbi nghia LNA ma dugc lién hop véi gbe
nhém dich thu thé asialoglycoprotein. Theo mét sd phuong 4n, gbc lién hop (nhu ving
thr ba hodc viung C) chua gbc nhém dich thu thé asialoglycoprotein, nhu galactoza,
galactosamin,  N-formyl-galactosamin, N-axetylgalactosamin, =~ N-propionyl-
galactosamin, N-n-butanoyl-galactosamin, va N-isobutanoylgalactos-amin. Theo mét
sd phuong 4n, thé lién hop chira nhém galactoza, nhu trime N-axetylgalactosamin. Theo
mdt s6 phuong 4n, gbc lién hop chira GalNAc (N-axetylgalactosamin), nhu GalNAc héa
tri mot, héa tri hai, hoa tri ba cia GalNAc hoéa tri bdn. Thé lién hop GalNAc hoa tri ba
¢6 thé dugc st dung dé nhim dich hop chét dén gan. Thé lién hop GalNAc da dugc st
dung véi metylphosphonat va oligonucleotit d6i nghia PNA (vi dy, US 5994517 and
Hangeland et al., Bioconjug Chem. 1995 Nov-Dec;6(6):695-701) va siARN (vi du, WO
2009/126933, WO 2012/089352 & WO 2012/083046). Cac tai liéu tham khao veé

GalNAc va céc thé lién hop dic hiéu dugce st dung & day duge két hop trong badn mo ta
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@& tham khao. WO 2012/083046 boc 16 siARN véi cac gbe lién hgp GalNAc ma chira
cac chat diéu bién dugc dong hoc phan tach duge, ma thich hop dé st dung trong sang
ché, chit didu bién dugc dong hoc dugce wu tién 1a nhom ky nuée C16 nhu palmitoyl,
hexadec-8-enoyl, oleyl, (9E, 12E)-octadeca-9,12-dienoyl, dioctanoyl, va C16-C20 axyl.
‘Ch4t diéu bién dugc dong hoc phan tach dugc 046 ciing cb thé 14 cholesterol.

Céc gbc nham dich (céc gbc lién hop) co thé dugc chon tr nhém bao gdm:
galactoza, galactosamin, N-formyl-galactosamin, N-axetylgalactosamin, N-propionyl-
galactosamin, =~ N-n-butanoyl-galactosamin, N-iso-butanoylgalactos-amin, nhdém
galactoza, va trime N-axetylgalactosamin va co thé c6 chit didu bién duge dong hoc
dwoc chon tir nhém bao gém: nhém ky nude c¢6 16 nguyén tir cacbon hogc nhiéu hon,
nhom ky nudc c6 16 dén 20 nguyén t& cacbon, palmitoyl, hexadec-8-enoyl, oleyl,
(9E,12E)-octadeca-9,12dienoyl, dioctanoyl, va C16-C20 axyl, va cholesterol. Mot sb
cum GalNAc da biét duogc boc 10 trong ‘046 bao gdm: (E)-hexadec-8-enoyl (C16), oleyl
(C18), (9,E,12E)-octadeca-9,12-dienoyl (C18), octanoyl (C8), dodececanoyl (C12), C-
20 axyl, C24 axyl, dioctanoyl (2xC8). Gbc nhém dich chét diéu bién duge dong hoc -
gbc nhim dich c6 thé dugc lién két véi polynucleotit thong qua lién két khong bén vé
mit sinh 1y hodic, vi du, lién két disulfua, hogc thanh phan lién két PEG. Sang ché con
@& cap dén viéc st dung thanh phén lién két phospodieste gifta oligome va nhém thé lién
hop (cac thanh phén lién két nay duoc goi 12 ving B trong ban md ta, va thich hop la c6
vi trf & gita oligome LNA va nhom lién hop cacbon hydrat).

Dé nhém dich cac té bao gan trong gan, phéi tir nham dich duge wu tién 12 nhom
galactoza.

Nhom galactoza chira phan tr vi du chira hai dén bdn dan xuit galactoza tan cling.
Nhu duge sir dung trong ban mo t4, thult ngi dan xuit galactoza bao gbm ca galactoza
va céac dan xuét ciia galactoza c6 4i lyc dbi v6i thu thé asialoglycoprotein bang hoic 16n
hon 4i Iuc déi véi thu thé asialoglycoprotein cia galactoza. DAn xuét galactoza tn cing
duogc gin vao phan tir thong qua C-1 cacbon ctia n6. Thy thé asialoglycoprotein (ASGPr)
chi yéu duoc bidu hién trén cac té bao gan va lién két cac glycoprotein dau tan cung
galactoza dugc phan nhanh. Nhom galactoza dugc uu tién c6 ba galactosamin tén cung
hoiic cac dan xuét galactosamin, mdi galactosamin tin cung hodc dan xuét galactosamin
nay co ai luc d6i vé6i thu thé asialoglycoprotein. Nhom galactoza duge vu tién hon c6

ba N-axetyl-galactosamin tin cung. Céc thuat ngit khac thong dung trong linh vuc nay
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bao gdm galactoza ba riu, galactoza hoa tri ba va galactoza trime. D biét raing cac cum
dan xuit galactoza ba rau dugc lién két v&i ASGPr véi ai Iuc 16n hon so véi cc cdu tric
dan xuét galactoza hai ru hodc mot rau (Baenziger and Fiete, 1980, Cell, 22, 611-620;
Connolly et al., 1982,1. Biol. Chern., 257,939-945). Tinh da hoa trj dugc yéu cu dé dat
dwoc nM 4i lyc. Theo WO 2012/083046, viée gén din xuét galactoza don c6 4i lyc dbi
v6i thu thé asialoglycoprotein khong tao ra sw phéan phdi chiic ning ctia RNAi
polynucleotit dén cac té bao gan in vivo khi dugc ddng st dung véi polyme phan phdi.

Nhom galactoza co thé bao gém hai hoic t6t hon 1 ba dan xuét galactoza, mdi dan
xuét galactoza ndy dugc lién két v6i diém nhanh trung tAm. C4c dan xuét galactoza dugc
gin vao diém nhanh trung tdm thong qua cac C-1 cacbon cua céc sacarit. Dan xuét
galactoza t6t hon 1a dugc lién két v6i diém nhanh thong qua céc thanh phan lién két
hodc cac doan dém. Poan dém dugc uu tién 1a doan dém wa nudce linh hoat (patent My
5885968; Biessen et al. J. Med. Chern. 1995 Vol. 39 p. 1538-1546). Doan dém wa nuéc
linh hoat dugc wu tién 13 doan dém PEG. Poan dém PEG dugc uu tién la doan dém
PEG3. Diém nhénh c6 thé 1a phan t&r nhé bét ky ma cho phép ghn ba din xuét galactoza
va con cho phép gin diém nhénh v6i oligome. Nhém didm nhanh duoc 1iy 1am vi du 14
di-lysin. Phan tr di-lysin chira ba nhém amin ma ba dan xuit galactoza c6 thé dugc gin
vao va nhom phéan Gng carboxyl ma di-lysin co6 thé dugc gin vao oligome. Viée gin
diém nhanh véi oligome c6 thé xay ra thong qua thanh phén lién két hodc doan dém.
Poan dém dugc vu tién 1a doan dém wa nudce linh hoat. Doan dém wa nudc linh hoat
duoc wvu tién 13 doan dém PEG. Poan dém PEG dugc vu tién 1a doan dém PEG3 (ba don
vi etylen). Nhom galactoza cé thé dugc gin vao dau 3' hodc 5' cla oligome bang cach
st dung céac phuong phép da biét trong linh vuc ndy.

DAn xuit galactoza dugc uu tién 12 N-axetyl-galactosamin (GalNAc). Céc sacarit
khac c6 i luc dbi véi thu thé asialoglycoprotein c6 thé dugc chon tir danh séch bao
gdm: galactosamin, N-n-butanoylgalactosamin, va N-iso-butanoylgalactosamin. C4c ai
luc clia cdc din xuét galactoza dbi voi thu thé asialoglycoprotein da dugc nghién ciru
(xem vi du: Jobst, S.T. and Drickamer, K. JB.C. 1996,271,6686) hoac dé dang duoc xac
dinh bang cach st dung cac phuong phap dién hinh trong linh vuc nay.
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Cum galactoza véi doan dém PEG gitta diém nhanh va axit nucleic

Céc vi du khéac vé thé lién hop theo séng ché duge minh hoa duéi day:
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Néu & gbe ky nuée hodc ua chét béo (hogc thé lién hop khac) (tic 1a chét diéu bién
dugc dong hoc) trong cac thé lién hop nhom GalNAc néu trén la, khi st dung cac
oligome LNA, nhu oligonucleotit d6i nghia LNA, tuy §.

Xem cac hinh v& vé cac nhém GalNAc cu thé dugc st dung trong nghién ctru nay,
Conj 1, 2, 3, 4 va Conjla, 2a, 3a va 4a (ma dugc the hién véi thanh phén lién két C6 tuy

y ma nhém lién két GalNAc véi oligome).
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Theo mdt phuong 4n dugc uu tién clia sang ché, gbc lién hop cua thé lién hop
oligonucleotit dbi nghia chira hodc gém c6 Conj 1, 2, 3, 4 va Conjla, 2a, 3a va 4a. Tét
nhét 13 gbc lién hop chira hodc gdm c6 Conj 2a.

Theo mot phuong an duge uu tién khac, thé lién hop oligonucleotit d6i nghia dugc
chon tir nhém bao gém SEQ ID NO 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, va 24.

Do d6, mdi gbc cacbon hydrat ctia nhém GalNAc (vi du, GalNAc) ¢6 thé dugc lién
két v6i oligome thong qua doan dém, nhu thanh phéan lién két (poly)etylen glycol (PEG),
nhu thanh phn lién két di, tri, tetra, penta, hexa-etylen glycol. Nhu dugc thé hién trén
day, gbc PEG tao ra doan dém giita gbc dudng galactoza va thanh phén lién két peptit
(trilysin dugc thé hién).

Theo mdt sé phuong an, nhém GalNAc chira thanh phéan lién két peptit, vi du, Tyr-
Asp(Asp) tripeptit hodc Asp(Asp) dipeptit, ma dugc gén vao oligome (hodc v4i ving Y
hodc ving B) thong qua thanh phén lién két hai gbc, vi du, nhém GalNAc cb thé chua

cac thanh phdn lién két hai gdc sau:

Ho, JH HO
0 e
H%‘DWNH o %GWW O

Lo T

R! 12 ludng gbc tbt hon 1a duge chon tir -CaHa-, -CsHs-, -C4Hs-, -CsHao-, -CsHio-, 1,4-
xyclohexyl (-CsHio-), 1,4-phenyl (-CeHs-), -CoH4OCoHs-, -CoH4(OCoHa)2- hodc -
CoH4(OC,Hs)s-, C(O)CHz-, -C(O)C2Hs-, - C(0)C3Hs-, - C(O)CaHs-, - C(O)CsHuo-, -
C(0)C¢Hiz-, 1,4-xyclohexyl (-C(O)C6H10-), 1,4-phenyl  (-C(O)C¢Hs-), -
C(0)C2H4OCHs-, - C(0)C2H4(OC2Ha)2- hogic - C(O)C2Ha(OC2Ha)s-.

Theo mét s& phuong 4n, R! 12 ludng gde 6t hon 1a dugce chon tir -CaHa-, -C3Hs-, -
C4Hg-, -CsHio-, -CéHiz-, 1,4-xyclohexyl (-C¢Hio-), 1,4-phenyl (-C6Ha-), -C2H4OCoHs-,
-C2H4(OC2Hs)2- hodc -CoHa(OC2Ha)3-.

Thé lién hop cacbon hydrat (vi du, GalNAc), hogc gbc thanh phan lién két-cacbon
hydrat (vi duy, gbc cacbon hydrat-PEG) c6 thé duogc nbi (duge lién két) dong hoa tri véi
oligome thong qua nhom didm nhénh nhu, axit amin, hodc peptit, ma thich hop chira hai
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hozic nhidu nhém amin (nhu 3, 4, hodc 5), nhu lysin, di-lysin hodc tri-lysin hogc tetra-
lysin. Phén tr tri-lysin chira bdén nhém amin ma ba nhém lién hop cacbon hydrat, nhu
galactoza & céc din xuét (vi du, GaINAc) va thé lién hop khac nhu gbc/nhom ky nuée
hoic wa chét béo c6 thé dugc gén va nhom phan ng carboxyl ma thong qua do tri-lysin
¢6 thé dugc gin vao oligome. Thé lién hop khéac, nhu gbc wa chét béo/ky nuée co thé
duogc gan vao gbc lysin ma dugc gén vao oligome.

Ngac nhién 13, cac tdc gia sang ché da phat hién ra rang c4c thé lién hop GalNAc
dé sir dung v6i oligome LNA khong yéu cAu chit didu bién dugc dong hoc (nhu dugce
mo ta dudi day), va cu thé 13, theo mot s& phuong 4n, thé lién hop GalNAc khong duge
lién két ddng hoéa tri véi gbc ua chét béo hoic ky nudc, nhu cac gbc duge mo ta & day,
vi du, khong chira axit béo C8 — C36 hodc sterol. Do do, sang ché ciing d& cap dén thé
lién hop GalNAc cua oligome LNA ma khong chira chét diéu bién duoc dong hoc ua
chét béo hoidc ky nudc hodc gbc/mhom lién hop.

Chét diéu bién dugc dong hoc

Hop chit theo sang ché con c6 thé chira mot hodc nhiéu gbc lién hop bb sung, ma
cac géc wa chit béo hodc ky nuéc cia né dang quan tdm mot cach ddc biét, nhu khi
nhém thé lién hop 13 gbc cacbon hydrat. Céac gbc ua chét béo hoic ky nuée nay c6 thé
hoat dong nhu chit didu bién duoc dong hoc, va co thé duogc lién két d@)ng hoa tri voi
thé lién hop cacbon hydrat, thanh phan lién két lién két thé lién hop cacbon hydrat v&i
oligome hodc thanh phén lién két lién két cac thé lién hop (da hoa tri) lién hgp cacbon
hydrat, hodc vé6i oligome, tily y thong qua thanh phan lién két, nhu thanh phan lién két
phén tach sinh hoc.

Do d6, oligome hodc géc lién hop c6 thé chira chét diéu bién duge dong hoc, nhu
gbc wa chét béo hoidc ky nudc. Cac gbc nay duge boc 10 trong ngir canh cua thé lién hop
siARN trong WO 2012/082046. Gbc ky nuée ¢6 thé chira C8 — C36 axit béo, ma c6 thé
13 no hoidc khong no. Theo mdt ) phuong an, axit béo C10, C12, C14, Cl6, C18, C20,
C22, C24, C26, C28, C30, C32 va C34 ¢o thé dugc st dung. Nhom ky nude co thé c6
16 nguyén tir cacbon hodc nhiéu hon. Cac nhém ky nudce thich hgp duoc 14y 1am vi du
¢ thé dugc chon tir nhém bao gﬁ‘)m: sterol, cholesterol, palmitoyl, hexadec-8-enoyl,
oleyl, (9E, 12E)-octadeca-9,12-dienoyl, dioctanoyl, va C16-C20 axyl. Theo WO’346,
nhém ky nudce c6 it hon 16 nguyén tir cacbon it hiéu qua hon trong viéc ting cudng

nhém dich polynucleotit, nhung ching c6 thé duge sir dung nhiéu 14n (vi dy, 2x, nhu 2x
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C8 ho#c C10, C12 hodc C14) dé tang cuong tinh hidu qua. Chét diéu bién dugc dong
hoc hitu ich dé 1am céc gbec nhim dich polynucleotit c6 thé dugc chon tir nhém bao gbm:
cholesterol, nhém alkyl, nhém alkenyl, nhém alkynyl, nhém aryl, nhém aralkyl, nhom
aralkenyl, va nhém aralkynyl, mdi nhém nay c6 thé 1a mach thing, mach nhénh, hogc
mach vong. Chét diéu bién dugc dong hoc tdt hon 13 hydrocarbon, chi chita cac nguyén
tir cacbon va hydro. Tuy nhién, cic thay thé hodc nguyén tir khac loai ma duy tri tinh ky
nudc, vi du, flo, cé thé duoc cho phép.

Thé lién hop ua chét béo

Theo mdt sé phuong 4n, nhém thé 1ién hop 1a hodc ¢ thé chira gbc wa chat béo,
nhu sterol (vi du, cholesterol, cholesteryl, cholestanol, stigmasterol, axit cholanic va
ergosterol). Theo mot s6 phuong 4n, thé 1ién hop 1a hodc chira tocopherol (vi du nhu
Conj 6 va Conj 6a trén Fig. 2). Theo mot s6 phuong 4n, thé lién hop 14 hoic c6 thé chira
cholesterol (vi du nhu Conj 5 va Conj 5a trén Fig. 2).

Theo mt s6 phuong 4n, thé lién hop 13, hodc ¢6 thé chira lipit, phospholipit hogc
rugu ua chit béo, nhu lipit cation, lipit trung hoa, sphingolipit, va axit béo nhu axit
stearic, oleic, elaidic, linoleic, linoleaidic, linolenic, va myristic. Theo mot sb phuong
4n, axit béo bao gdbm chudi alkyl C4 — C30 no hozc khong no. Chudi alkyl c6 thé 14
mach th'fmg hoic mach nhénh.

Cac géc lién hgp ua chit béo c6 thé duge st dung, vi du, dé chéng lai ban chit ua
nuéc ciia hop chét oligome va ting cudng sy tham thiu té bao.

Céc gbc ua chit béo bao gdm, vi du, sterol stanol, va steroit va cac hop chét lién
quan nhu cholesterol (Patent My $6 4,958,013 va Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1989, 86, 6553), thiocholesterol (Oberhauser et al, Nucl Acids Res., 1992, 20,
533), lanosterol, coprostanol, stigmasterol, ergosterol, calxiferol, axit cholic, axit
deoxycholic, estron, estradiol, estratriol, progesteron, stilbestrol, testosteron,
androsteron, deoxycorticosteron, cortison, 17-hydroxycorticosteron, cac dan xuit cua
ching, va hgp chét twong tu. Theo mot sd phuong 4n, thé lién hop c6 thé duge chon tir
nhém bao gbém cholesterol, thiocholesterol, lanosterol, coprostanol, stigmasterol,
ergosterol, calxiferol, axit cholic, axit deoxycholic, estron, estradiol, estratriol,
progesteron, stilbestrol, testosteron, androsteron, deoxycorticosteron, cortison, va 17-
hydroxycorticosteron. Cac gbc lién hop wa chét béo khac bao gdm nhém béo, nhu, vi

du, alkyl, alkenyl, va alkynyl mach théng, mach nhanh, va mach vong. Cac nhom béo
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c6 thé cb, vi dy, 5 dén khoang 50, 6 dén khoang 50, 8 dén khoang 50, ho#c 10 dén
khoang 50 nguyén t&r cacbon. Vi du v& nhém béo bao gdm undexyl, dodexyl, hexadexyl,
heptadexyl, octadexyl, nonadexyl, terpen, bornyl, adamantyl, cac dan xuit ciia ching va
hop chét twong tu. Theo mot s6 phuong 4n, mdt hodc nhiéu nguyén tit cacbon trong
nhém béo c6 thé dugc thay thé bing nguyén tir khac loai nhu O, S, hodc N (vi dy,
geranyloxyhexyl). Cac gbc lién hop ua chét béo thich hgp khac bao gbm cac dan xut
béo cua glyxerol nhu alkylglyxerol, bis(alkyl)glyxerol, tris(alkyl)glyxerol,
monoglyxerit, diglyxerit, va triglyxerit. Theo mot sb phuong 4n, thé lién hop wa chét
béo 1a di-hexyldexyl-rac-glyxerol hodc 1,2-di-O- hexyldexyl-rac-glyxerol (Manoharan
et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651; Shea, et al., Nuc. Acids Res., 1990, 18, 3777)
hodc phosphonat ctia ching. Cac nhom chirc béo no va khong no, nhu, vi dy, axit béo,
rugu béo, este béo, va amin béo, cling co thé ding 1am cac gbc lién hop ua chét béo.
Theo mot s phuong 4n, cac nhom chic béo co thé chira khoang 6 nguyén tt cacbon
dén khoang 30 ho#c khoang 8 dén khoang 22 nguyén tir cacbon. Vi du vé axit béo bao
gOm, axit capric, axit caprylic, axit lauric, axit palmitic, axit myristic, axit stearic, axit
oleic, axit linoleic, axit linolenic, axit arachidonic, axit eicosenoic va cac axit tuong tu.

Theo c4c phuong an khac, nhom lién hgp wa chit béo c6 thé 1a nhém thom nhiéu
vong ¢6 6 dén khoang 50, 10 dén khoang 50, hoic 14 dén khoang 40 nguyén tr cacbon.
Vi du v& nhém thom nhiéu vong bao gdm pyren, purin, acridin, xanthen, floren,
phenanthren, anthraxen, quinolin, isoquinolin, naphtalen, cac dAn xuét ctia chung va hop
chit tuong tu. Cac gbc lién hop ua chit béo thich hop khac bao gdm menthol, trityl (vi
du, dimetoxytrityl (DMT)), phenoxazin, axit lipoic, phospholipit, ete, thioete (vi du,
hexyl-S-tritylthiol), cac dAn xuét cua ching va hop chét twong tu. Viéc didu ché thé lién
hop ua chét béo ctia hop chét oligome duge md ta rd rang trong linh vyc nay, nhu trong,
vi du, 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, va Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651.

Hop chét oligome chira cac gbc lién hop c6 4i luc db6i véi lipoprotein ty trong thap
(LDL) ¢6 thé giup tao ra hé phén phéi duge nhdm dich higu qua. Mirc do biéu hién cao
cia cac thu thé LDL trén cac t& bao khdi u khién cho LDL thanh cht mang thu hut ¢
phén phéi c6 chon loc thudc dén cac té bao nay (Rump, et al., Bioconjugate Chem.,

1998, 9, 341; Firestone, Bioconjugate Chem., 1994, 5, 105; Mishra, et al., Biochim.
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Biophys. Acta, 1995, 1264, 229). Céc gbc c6 4i luc dbi véi LDL bao gdm nhiéu nhém
wa chit béo nhu steroit (vi du, cholesterol), axit béo, cac dAn xuét cta chung va céc td
hop cta ching. Theo mot s6 phuong 4n, cac gbc lién hop c6 4i luc LDL ¢6 thé 1a dioleyl
este cuia axit cholic nhu axit chenodeoxycholic va axit lithocholic.

Theo mdt s6 phwong 4n, thé lién hop wa chat béo c6 thé 12 hodc c6 thé chira biotin.
Theo mdt sb phuong én, thé lién hop wa chit béo c6 thé 1a hodc co thé chira glyxerit
hodc glyxerit este.

Thé lién hop ua chit béo, nhu sterol, stanol, va stain, nhu cholesterol hodc nhu
duoc bdc 10 trong ban md ta, co thé dugc st dung dé ting cudong sy phan phéi cua
oligonucleotit dén, vi du, gan (cu thé 14 c4c té bao gan).

Theo mdt phuong 4n duge uu tién cla sang ché, gbc lién hop cua thé lién hop
oligonucleotit d6i nghia chira hodc gdm c6 Conj 5, 5a, 6 hoic 6a. Tt nhit 1a gbc lién
hop chira hodc gdm c6 Conj 5a.

Theo mdt phuong an dugc vu tién khac, thé lién hop oligonucleotit d6i nghia dugc
chon tr nhém bao gdbm SEQ ID NO 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 41, 42 va 43.

C4c tai liéu tham khao sau cling dé cap dén viéc str dung thé lién hop ua chét béo:
Kobylanska et al., Acta Biochim Pol. (1999); 46(3): 679 —91. Felber et al,. Biomaterials
(2012) 33(25): 599-65); Grijalvo et al., J Org Chem (2010) 75(20): 6806 — 13. Koufaki
et al., Curr Med Chem (2009) 16(35): 4728-42. Godeau et al J. Med. Chem. (2008)
51(15): 4374-6.

Thanh phn lién két (vi du, ving B hoic Y)

Lién két hodc thanh phén lién két 12 sy ndi giita hai nguyén t&r ma lién két mot
nhém hozic doan héa hoc quan tAm véi mot nhom hodc doan hoéa hoc dang quan tam
khac thong qua mdt hode nhidu lién két ddng héa tri. Céc gdc lién hop (hogc gbe nham
dich hodc phong bé) c6 thé duge gin vao hop chét oligome truc tiép hodc thong qua gbe
lién két (thanh phan lién két hogc thanh phan néi) — thanh phén lién két. Céc thanh phan
lien két 12 cac gbe hai chirc ma nhim dé nbi ddng héa tri viing th ba, vi duy, gbc lién
hop, véi hop chét oligome (nhu véi ving A). Theo mot s6 phuong 4n, thanh phén lién
két chtra cAu tric chudi hodc oligome ciia cdc don vi ldp lai nhu cac don vi etylen glyol
hodc axit amin. Thanh phén lién két c6 thé c6 it nhét hai nhém chirc, mdt nhom dé gfm
vao hop chét oligome va nhom con lai dé gn vao gbc lién hop. Cac nhom chic lién két

14y 1am vi du c6 thé 12 wa dién tir dé phan (mg v6i nhom wa nhén trén oligome hodc goc
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lién hop, hodc wa nhan dé phan tmg v6i nhém wa dién tir. Theo mot s6 phwong 4n, cic
nhém chie lién két bao gdbm amino, hydroxyl, axit carboxylic, thiol, phosphoramidat,
phosphothioat, phosphat, phosphit, cdc nhém khong no (vi dy, lién két d6i hodc lién két
ba), va hop chit trong tw. Mot s& vi du vé c4c thanh phén lién két bao gbm axit 8-amino-
3,6-dioxaoctanoic  (ADO),  sucxinimidyl  4-(N-maleimidometyl)xyclohexan-1-
carboxylat (SMCC), axit 6- aminohexanoic (AHEX hodc AHA), 6-aminohexyloxy, axit
4-aminobutyric, axit 4- aminoxyclohexylcarboxylic,  sucxinimidyl  4-(N-
maleimidometyl)xyclohexan- I-carboxy-(6-amido-caproat) (LCSMCC), sucxinimidyl
m-maleimido-benzoylat (MBS), sucxinimidyl N-e-maleimido-caproylat (EMCS),
sucxinimidyl 6-(beta - maleimido-propionamido) hexanoat (SMPH), sucxinimidyl N-
(a-maleimido axetat) (AMAS), sucxinimidyl 4-(p-maleimidophenyl)butyrat (SMPB),
beta -alanin (beta -ALA), phenylglyxin (PHG), axit 4-aminoxyclohexanoic (ACHC),
beta -(xyclopropyl) alanin (beta -CYPR), axit amin dodecanoic (ADC), alylen diol,
polyetylen glycol, axit amin, va thanh phén tuong tu.

Nhidu nhém thanh phan lién két khac khac nhau 1a da biét trong linh vurc ndy ma
¢6 thé hitu ich trong viéc gén céc gbc lién hop véi hop chit oligome. Bai viét vé nhiéu
nhom thanh phan lién két hitu ich c6 thé dugc tim thiy trong, vi du, Antisense Research
and Applications, S. T. Crooke va B. Lebleu, Eds., CRC Press, Boca Raton, Fla., 1993,
p. 303-350. Lién két disulfua da duoc st dung dé lién két dau tan cing 3' cia
ligonucleotit véi peptit (Corey, et al., Science 1987, 23 8, 1401; Zuckermann, et al, J
Am. Chem. Soc. 1988, 110, 1614; va Corey, et al., ] Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8524).
Nelson, et al., Nuc. Acids Res. 1989, 17, 7187 md ta chit phan tng lién két dé gan biotin
v6i dau tan ciing 3° ctia oligonucleotit. Chét phan tng ndy, N-Fmoc-O- DMT-3 -amino-
1,2-propandiol c6 thé mua duogc trén thi trudong cia Clontech Laboratories (Palo Alto,
Calif.) duéi tén 3'-Amine. N6 cling ¢6 thé mua dugc trén thi truong dudi tén chét phan
{ing 3'-Amino-Modifier cta Glen Research Corporation (Sterling, Va.). Chét phan ting
nay ciing dugc st dung dé lién két peptit v6i oligonucleotit nhu dugce bao céo boi Judy,
et al., Tetrahedron Letters 1991, 32, 879. Chét phan tng dugc bén trén thi truéng twong
tu dé lién két v6i dlu tin ciing 5 ' cia oligonucleotit 1a 5'- Amino-Modifier C6. Cac chét
phan Ung nay co s&n ctia Glen Research Corporation (Sterling, Va.). Cac hop chét nay
hodc cac hop chét tvong tu dugc st dung boi Krieg, et al, Antisense Research and

Development 1991, 1, 161 8 lién két fluoresxein v6i dau tan cling 5° cua oligonucleotit.
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Céc hop chét khic nhu acridin da dugc gdn vao nhém phosphat dau tan ciing 3 ' cua
oligonucleotit thong qua lién két polymetylen (Asseline, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1984, 81, 3297). [0074] Nhém bét ky trong cac nhém néu trén c6 thé dugce sir dung
dé 1am thanh phan lién két don hoiic két hop voi mdt hoge nhidu thanh phan lién két
khéc.

Céc thanh phin lién két va viéc st dung ching d8 didu ché cac thé lién hop cta
hop chét oligome dugc dé xuét trong toan bd linh vyc nhu trong WO 96/11205 va WO
08/52614 va Patent M§ s6 4948882; 5525465; 5541313; 5545730; 5552538, 558073 1;
5486603; 5608046; 4587044; 4667025; 5254469; 5245022; 5112963; 5391723;
5510475; 5512667; 5574142; 5684142; 5770716; 6096875; 6335432; va 6335437, WO
2012/083046 mdi tai liéu dugc két hop toan bd & day dé tham khao.

Nhu dugc st dung trong ban md ta, lién két khong bén vé mit sinh 1y 1a lién két
khong bén ma phan tach duge trong céc didu kién thudng gip hodc twong ty vdi céc
didu kién gap phai trong co thé dong vat c¢6 vu (con dugc goi 1a thanh phan lién két phan
tach dugc, duge minh hoa 1a ving B trén Fig. 12 va 13). Nhom lién két khong bén vé
mit sinh 1y duogc chon sao cho chiing trdi qua sy bién d6i hoa hoc (vi du, phan tach) khi
c6 mat trong cac diéu kién vat ly nhét dinh. Céc diéu kién trong té bao dong vat c6 vu
bao gdm céc didu kién héa hoc nhw do pH, nhiét dd, cac diéu kién hogc cht oxy hoa
hoac khir, va néng d6 mudi dugc phét hién trong hodc twong tw nhur cac diéu kién gap
phai trong cac té bao dong vat c6 vii. Cac didu kién trong té bao dong vat ¢ va con bao
gdm su c6 mit cta hoat tinh enzym thuong c¢6 mat trong té bao dong vat c¢6 vi nhu tr
enzym phan giai protein hogc thuy phan. Theo mét s6 phuong 4n, thanh phan lién két
phan tach nhay véi (cac) nucleaza ma vi du c6 thé, dugc biéu hién trong té bao dich —
va cu thé 13, nhu dugc néu chi tiét trong ban mo ta, thanh phan lién két nay co thé 1a
nucleosit dugc lién két phosphodieste ving ngén (vi dy, 1 — 10), nhu nucleosit ADN.

Sy bién dbi hoa hoe (sw phan tach ctia lién két khong bén) c6 thé dwgc khoi phat
do bd sung chét dugc dung vao té bao hodc c6 thé xay ra tu phat khi phén tir chira lién
két khong bén tién dén moi trudng ndi bao va/hodc ngoai bao thich hop. Vi dy, lién két
khong bén do pH c6 thé dwgc phan tach khi phén tir di vao endosom dugc axit hoa. Do
vay, lién két khong bén do pH c6 thé duoc coi 1 lién két phan tach dugce bang endosom.
Lién két phan tach duge bang enzym c6 thé duoc phan tach khi dugc tiép xtic véi cac

enzym nhu c4c enzym c6 mét trong endosom hodc lysosom hodc trong bao twong. Lién
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két disulfua c6 thé dugc phan tach khi phéan tir di vao méi trudng khit manh hon cia bao
tuong té bao. Do vy, disulfua c¢6 thé duoc coi 1a lién két phan tach dugc trong bao
twong. Nhu duge st dung trong ban md ta, lién két khong bén do pH 12 lién két khong
bén ma bi pha hiy c6 chon lgc trong diéu kién axit (pH<7). C4c lién két nay ciing c6 thé
13 lién két khong bén trong endosom dugce dinh nghia, do céc endosom té bao va lysosom
¢6 d6 pH nho hon 7.
Thé lién hop phan tach sinh hoc dugc lién két oligome

Hop chét oligome c6 thé ty v, chira viing thtt hai (ving B) ma ndm & giita oligome
(dugc goi 1a ving A) va thé lién hop (dugc goi 1a ving C) Xem Fig. 12 va 13 dé minh
hoa). Ving B ¢6 thé 1a thanh phin lién két nhu thanh phan lién két phan tach duge (con
duoc goi la lién két khong bén vé mit sinh Iy). Céc lién két khong bén vé mit sinh 1y
nhay nucleaza: Theo mdt s6 phuong 4n, oligome (con dugc goi la hop chét oligome)
theo sang ché (hoic thé 1ién hop) chira ba vang:

i) ving tht nhat (ving A), chira 10 dén 18 nucleotit lién ké;

i1) vung tht hai (viing B) chita thanh phén lién két phan tach sinh hoc

iii)  ving tht ba (C) ma chira gdc lién hop, gbe nhim dich, gbc hoat héa, trong

do6 ving thir ba dugc lién két ddng héa tri voi ving thir hai.

Theo mot sb phwong 4n, ving B ¢6 thé 14 thanh phén lién két phosphat nucleotit.
Vi dy, c4c thanh phén lién két nay c6 thé duoc sir dung khi thé lién hop 1 thé lién hop
wa chat béo, nhu lipit, axit béo, sterol, nhur cholesterol hodc tocopherol. Céc thanh phﬁn
lién két phosphat nucleotit cling c6 thé dugc st dung cho céc thé lién hop khac, vi du,
thé lién hop cacbon hydrat, nhu GalNAc.
Céc thanh phin lién két peptit

Theo mot s6 phuong 4an, thanh phan lién két phan tach duge (ving B) la peptit,
nhu thanh phan lién két trilysin peptit ma c6 thé duoc st dung trong thé lién hop
polyGalNAc, nhu thé lién hop triGalNAc. Ciing xem céc peptit hai gbc duoc dé cap
trong ban mo ta.

Céc thanh phﬁn lién két khac da biét trong linh vuc ndy ma c6 thé duoc st dung,

bao gdm céc thanh phan lién két disulfua.
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Céc thanh phén lién két phosphat nucleotit

Theo mot s6 phwong 4n, ving B bao gbm 1 dén 6 nucleotit, ma dugc lién két dong
hoa tri véi nucleotit 5° hodc 3’ ciia vung thir nhét, nhu thong qua nhém lién két giita cac
nucleosit nhu lién két phosphodieste, trong d6

a. lién két gitta cac nucleosit gifta ving thir nhét va ving thir hai 1a lién két
phosphodieste va nucleosit ciia ving thir hai [nhu ngay] 1ién ké véi ving thir
nhét 124 ADN hodc ARN; va/hodc

b. it nhét 1 nucleosit ctia viing thit hai 1a nucleosit ADN hodc ARN duoc lién két
phosphodieste;

Theo mot s6 phﬁong 4n, ving A va ving B tao ra trinh ty nucleotit lién ké don ¢6
chidu dai 12 dén 22 nucleotit.

Theo mot s6 khia canh, lién két giita cdc nucleosit giita ving thi nhét va ving thir
hai ¢6 thé dugc coi 1a mot phén cua vung thir hai.

Theo mdt sé phuong 4n, c6 nhém lién két chira phospho gifta ving tht hai va ving
thir ba. Nhom lién két phospho, c6 thé, vi dy, 12 nhém phosphat (phosphodieste), nhém
phosphothioat, nhém phosphodithioat hodc nhém boranophosphat. Theo mdt s6 phuong
4n, nhom lién két chira phospho nay ndm & gitta ving tha hai va ving lién két ma dugc
gén vao ving thtt ba. Theo mot s6 phuong 4n, nhom phosphat 1a phosphodieste.

Do d6, theo mot s6 khia canh, hop chit oligome chtra it nhéit hai nhém
phosphodieste, trong do it nhit mot nhém 12 nhu theo phan mo ta néu trén cla sang ché,
va nhom con lai ndm & gifta viing tht hai va ving th{r ba, tity y gitta nhém thanh phan
lién két va ving tht hai.

Theo mot sb phwong 4n, ving th& ba 1a nhém hoat héa, nhu nhém hoat hoa dé st
dung dé lién hop. Theo khia canh nay, sdng ché con dé xuit oligome dugc hoat héa chira
ving A va B va nhém hoat hoa, vi du, hop chét trung gian ma thich hop dé lien két tiép
v6i viing th ba, nhu thich hop d€ lién hop.

Theo mot s6 phuong 4n, ving thir ba 1a nhém phéan ng, nhu nhém phan tng dé
stt dung dé lién hop. Theo khia canh nay, sang ché con dé xuét oligome chira ving A va
B va nhom phén tng, vi dy, hop chét trung gian ma thich hop dé lién két tiép véi ving
thir ba, nhu thich hop dé lién hop. Nhom phan tmg c6 thé, theo mot sb phwong an chia

amin ctia nhém ruou, nhu nhém amin.
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Theo mdt sb phuong an, vung A chira it nhit mét, nhv 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, hodc 21 lién két gitta cac nucleosit khac vdi
phosphodieste, nhu lién két gitta cac nucleosit ma (tuy y doc 1ap) duge chon tir nhém
bao gdm phosphothioat, phosphodithioat, va boranophosphat, va metylphosphonat, nhu
Im%ﬂmmmmlhmnwwémmmg@LngAdMMnmﬁm&H%k&mmquMwL
Theo mot sd phuong én, it nhét 50%, nhu it nhét 75%, nhu it nhét 90% lién két gifra cac
nucleosit, nhu tit ca cac lién két gilta cac nucleosit ndm trong ving A khéac véi
phosphodieste, vi du, 1a li€n Kkét phosphothioat. Theo mot s6 phuong an, tAt ca cac lién
két giira cac nucleosit trong ving A khéc v6i phosphodieste.

Theo mot sd phuong an, hop chét oligome chtta oligonucleotit d6i nghia, nhu thé
lién hop oligonucleotit d6i nghia. Oligonucleotit d6i nghia c6 thé 13 hodc c6 thé chua
ving thtr nhat, va tity y ving tht hai. Theo khia canh nay, theo mot s6 phuong 4n, viing
B c6 thé tao ra mot phén cta trinh ty nucleobaza 1ién k& ma bd tro véi dich (axit nucleic).
Theo cac phuong an khéc, vung B ¢6 th8 thiéu tinh bb trg v6i dich.

Pugc néu theo mdt cach khéc, theo mot s phuong 4n, sang ché @ xuét phi
phosphodieste dugc lién két, nhu phosphothioat dugc lién két, oligonucleotit (vi du,
oligonucleotit d6i nghia) ma c6 it nh4t mét nucleosit ADN hodc ARN (5’ va/hodc 3°)
tdn cung dugc lién két véi nucleosit lién k& cua oligonucleotit thong qua lién két
phosphodieste, trong d6 nucleosit ADN hodc ARN tén cung con dugc lién két dong hoa
tri voi gbe lién hop, gbc nhim dich hodc gbc phong bé, tiy y thong qua gbc thanh phan
lién két.

Theo mdt s6 phwong 4n, hop chét oligome chtra oligonucleotit d6i nghia, nhu thé
lién hop oligonucleotit d6i nghia. Oligonucleotit d6i nghia c6 thé 13 hodc c6 thé chua
ving thtr nhat, va tity y ving th hai. Theo khia canh nay, theo mot s6 phuong 4an, viing
B c6 thé tao ra mot phén trinh tu nucleobaza 1ién k& ma bd tro véi dich (axit nucleic).
Theo c4c phuong an khéc, vung B ¢6 thé thiéu tinh bb trg véi dich.

Theo mdt s phuong 4n, it nhét hai nucleosit lién tiép ciia viing thit hai 1 nucleosit
ADN (nhu it nhét 3 hoic 4 hodc 5 nucleotit ADN lién tiép).

Theophucngénrﬁnrvéy,oﬁgonudcoﬁtcﬁaséngchécéthéduqcrnététheocéng
thirc sau:

5’-A-PO-B [Y)X- 3’ hodc 3’-A-PO-B [Y)X- 5’
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trong d6 A 1a ving A, PO 14 lién két phosphodieste, B 12 ving B, Y 12 nhém lién
két thy v, va X 1a nhom lién hop, nhém nhim dich, nhém phong bé hoic nhém phan
(rng hodac nhém hoat hoa.

Theo mdt s6 phuong 4n, ving B chira 3’ —5° hodc 5°-3: 1) lién két phosphodieste
v6i nucleosit 5° hodc 3’ ctia ving A, ii) nucleosit ADN hodc ARN, nhu nucleosit ADN,
va iii) lién két phosphodieste khac

5’-A-PO-B —PO- 3’ hoac 3’-A-PO-B —PO- 5’

Lién két phosphodieste khac lién két nucleosit ciia ving B v4i mot hodc nhidu
nucleosit khac, nhu mot hodc nhiéu nucleosit ADN ho#c ARN, hodc c6 thé lién két véi
X (1a nhém lién hgp, nhéom nhim dich hoic nhém phong bé hodc nhém phan ing hodc
nhom hoat hoa) tuy y thong qua nhom lién két (Y).

Theo mdt s6 phuong 4n, ving B chira 3’ — 5° hodc 5°-3: 1) lién két phosphodieste
v@i nucleosit 5° hodc 3° cia ving A, ii) 2 dén 10 nucleosit duoc lién két phosphodieste
ADN hoic ARN, nhu nucleosit ADN, va tiy y iii) lién két phosphodieste khac:

5’-A-[PO-B]n - [Y]-X 3’ hodc 3’-A-[PO-BIn [Y]-X 5’

5°-A-[PO-B]n—PO-[Y]-X 3* hodc 3’-A-[PO-B]n —PO-[Y]-X 5’

trong d6 A 1a ving A, [PO-B]n la ving B, trong d6 n nam trong khoang tir 1 dén
10, nhu 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 hodc 10, PO 1a nhém lién két phosphodieste tuy y gitta
viung B va X (hodc Y néu co).

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché @2 xuét hop chét theo (hoic bao gbm) mot trong
s6 cac cong thirc sau:

5’ [Vung A] - PO —[ving B] 3° =Y - X

5’ [Ving A] — PO — [ving B] -PO 3’ -Y - X

5’ [Ving A] - PO - [ving B] 3° - X

5’ [Vung A] — PO — [ving B] PO 3° - X

3’ [Vung A] —-PO — [ving B] 5° -Y - X

3> [Ving A] — PO — [ving B] PO 5’ -Y - X

3’ [Vung A] —PO — [ving B] 5° - X

3’ [Vung A] — PO — [ving B] PO 5* - X

Vung B, vidu co6 thé, chira hoic gém co:

5° ADN3’

3’ ADN S’

-60-



35809

5> ADN-PO-ADN-3’

3> ADN-PO-ADN-5’

5’ ADN-PO-ADN-PO-ADN 3’

3> ADN-PO-ADN-PO-ADN 5’

5’ ADN-PO-ADN-PO-ADN-PO-ADN 3’

3’ ADN-PO-ADN-PO-ADN-PO-ADN 5’

5> ADN-PO-ADN-PO-ADN-PO-ADN-PO-ADN 3’

3’ ADN-PO-ADN-PO-ADN-PO-ADN-PO-ADN 5’

CAn thiy ring, c4c thanh phén lién két phan tach sinh hoc dugc lién két phosphat
¢6 thé st dung nucleosit khac voi ADN va ARN. Cac thanh phan lién két nucleotit phan
tach sinh hoc c6 thé duge nhan biét bing cach st dung céc thir nghiém trong vi du 6.

Theo mdt sb phuong 4n, hop chat theo sang ché chira thanh phan lién két phan tach
sinh hoc (con dugc goi 1a thanh phén lién két khong bén v& mit sinh 1y, lién két khong
bén vé& mit sinh 1y nhay nucleaza, hodc thanh phén lién két nhay nucleaza), vi du, thanh
phén lién két phosphat nucleotit (nhu ving B) hodc thanh phan lién két peptit, ma ndi
oligome (hodc trinh tu nucleotit lidn k& hodc ving A), véi gbc lién hop (hodc vung C).

Tinh nhay v6i su phén tach trong thir nghiém dugc thé hién trong vi du 6 c6 thé
duoc st dung dé xac dinh liéu ring thanh ph?ln lién két 1a phén tach sinh hoc dugc hay
khong bén vé mit sinh ly.

Thanh phan lién két phan tach sinh hoc theo sang ché dung dé chi cic thanh phéan
lién két ma nhay véi su phan tach trong mé dich (ttrc la khong bén vé& mit sinh ly), vi
du, gan va/hodc théan. Tbt hon 12 tdc dd phén tach duge quan sat trong mo dich 16n hon
so v6i toc d6 phan tach duge phat hién trong huyét thanh mau. Cac phwong phép thich
hop dé xé4c dinh mtrc d6 (%) phan tach trong mé (vi dy, gan hodc thén) va trong huyét
thanh duoc phat hién trong vi du 6. Theo mot s6 phuong 4n, thanh phén lién két phan
tach sinh hoc (con dugce goi 14 thanh phin lién két khong bén vé mit sinh 1y, hogc thanh
phén lién két nhay nucleaza), nhu viung B, trong hop chét theo sang ché, it nhit khoang
20% dugc phan tach, nhu it nhét khoang 30% dugc phén tach, nhu it nhét khoang 40%
duoc phén tach, nhu it nhét khoang 50% dugc phan tach, nhu it nhét khoang 60% duogc
phan tach, nhu it nhit khoang 70% dugc phén tach, nhu it nhét khoang 75% dugc phan
tach, trong thtr nghiém chét ddng nhét trong gan hodc thén cia vi du 6. Theo mét sd

phuong an, d§ phan tach (%) trong huyét thanh, nhu dugc sit dung trong thir nghiém
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trong vi du 6, it hon khoang 30%, it hon khoang 20%, nhu it hon khoang 10%, nhu it
hon 5%, nhu it hon khoang 1%.

Theo mot sb phuong 4n, ma ¢o thé 1a giéng hodc khac nhau, thanh phén lién két
phan tach sinh hoc (con duoc goi la thanh phén lién két khong bén vé& mit sinh 1y, hodc
thanh phan lién két nhay nucleaza), nhu ving B, trong hop chét theo sang ché, nhay véi
su phén tach S1 nucleaza. Tinh nhay d6i v6i su phan tach S1 ¢6 thé dwoc danh gid bang
cach st dung thir nghiém S1 nucleaza dugc thé hién trong vi du 6. Theo mdt s6 phuong
4n, thanh phan lién két phén téch sinh hoc (con duge goi 1a thanh phan lién két khong
bén v& mit sinh 1y, hodc thanh phéan lién két nhay nucleaza), nhu ving B, trong hop chét
theo sang ché, it nhét khoang 30% dugc phan tach, nhu it nhat khoang 40% dugc phan
tach, nhu it nhét khoang 50% dwgc phan tach, nhu it nhat khoang 60% dugc phén tach,
nhu it nhit khoang 70% duoc phan tach, nhu it nhat khoang 80% dugc phan tach, nhu
it nhat khoang 90% dugc phén tach, nhu it nhét 95% dugc phan tach sau khi 0 trong thoi
gian 120 phit véi S1 nucleaza theo thir nghi¢ém duge st dung trong vi du 6.

Chon loc trinh ty trong vung thir hai:

Theo mot sé phurong an, ving B khong tao ra trinh tu bd tro khi ving oligonucleotit
A va B dugc sép xép thing hang véi trinh tu dich bb trg.

Theo mdt sb phwong 4n, ving B tao ra trinh tu bd tro khi ving A va B
oligonucleotit dugc sip xép thdng hang véi trinh ty dich bd trg. Theo khia canh nay,
ving A va B ¢6 thé cung nhau tao ra trinh tu lién k& don ma bd trg véi trinh tu dich.

Theo mdt sb phuong 4n, trinh ty cta bazo trong ving B dugc chon dé tao ra vi tri
phén tach endonucleaza tdi vy, dua trén enzym phan tach endonucleaza ndi bt c6 mit
trong md dich hodc té bao hodc bo phan dudi té bao. Theo khia canh nay, béng cach
phén 13p céc phén chiét t& bao tir md dich va mo6 khong phai dich, trinh ty phan tach
endonucleaza dé st dung trong vung B ¢6 thé duoc chon dua trén hoat tinh phén tach
ru tién trong té bao dich mong mubn (vi duy, gan/té bao gan) khi so véi té bao khong
phai dich (vi du, than). Theo khia canh nay, tinh hi¢u nghiém cta hop chét dbi véi viéc
giam diéu hoa dich c6 thé dugc t6i wu hoa cho md/té bao mong mubn.

Theo mot sb phuong an, ving B chira dinucleotit cua trinh tr AA, AT, AC, AG,
TA, TT, TC, TG, CA, CT, CC, CG, GA, GT, GC, hodc GG, trong d6 C c6 thé 1a 5-
metylxytosin, va/hodc T ¢d thé duoc thay thé bang U. Theo mot s6 phuong 4n, ving B

chtra trinucleotit ctia trinh tw AAA, AAT, AAC, AAG, ATA, ATT, ATC, ATG, ACA,
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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, va GGG,
trong d6 C ¢o thé 1a 5-metylxytosin va/hodc T c6 thé duoc thay thé U. Theo mdt sb
phuong an, ving B chira trinucleotit cua trinh tw AAAX, 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, va GGGX, trong d6 X co thé dugc
chon tir nhém bao gém A, T,U,G,Cvacac chét twong tu clia chung, trong d6 C co6 thé
1a 5-metylxytosin va/hodc T ¢o thé dugc thay thé bang U. S& nhén biét dwoc riang khi
lién quan dén nucleobaza (c6 trong tw nhién) A, T, U, G, C, cac nucleobaza nay ¢o6 thé
dwoc thé bang cac chit twong ty nucleobaza ma c6 chirc ndng nhu nucleobaza tu nhién
twong dwong (vi dy, cap bazo v6i nucleosit bd tr¢). Theo mot s6 phuong 4n, ving B
khong chira T hogc U.
Hop chét trung gian amino alkyl

Sang ché con d& cap dén hop chét trung gian oligome LNA ma chira oligome LNA
d6i nghia ma chtra thanh phan lién két amino alkyl (vi du, tdn cung, 5’ hodc 3°), nhu
nhom C2 — C36 amino alkyl, vi dy, nhém C6 dén C12 amino alkyl, bao gém vi duy, nhém
C6 va C12 amino alkyl. Nhém amino alkyl ¢ thé dugc bd sung vao oligome LNA nhu
mdt phin ctia qua trinh tdng hop oligonucleotit tiéu chuén, vi du, st dung amino alkyl
phosphoramidit (vi dy, dugc bao v¢). Nhom lién két gitta amino alkyl va oligome LNA
vi du cé thé, 1a phosphothioat hodc phosphodieste, hodc mot trong s6 cac nhom lién két
nucleosit con lai dugce dé cap dén trong ban mo ta chéng han. Nhom amino alkyl ¢6 thé
-duoc lién két déng héa tri v6i, vi du, 5° hodc 3’ cla oligome LNA, nhu bf“mg nhom lién
két nucleosit, nhu lién két phosphothioat hodc phosphodieste.

Séang ché con d& cép dén phuong phép tdng hop oligome LNA bao gdm viée tong
hop tudn tu oligome LNA, nhu tbng hop oligonucleotit pha rén, bao gdm budc bd sung

nhém amino alkyl vao oligome, nhu vi dy, trong vong dau tién hodc vong cudi cung cua
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qua trinh tdng hop oligonucleotit. Phwong phap tdng hop con c6 thé bao gdm budc cho
thé lién hop phan tmg v6i amino alkyl — oligome LNA (buéce li€én hop). Thé lién hop c6
thé chtra cac thanh phin lién két va/hogc nhoém diém nhanh thich hop, va tlty y cac nhom
lién hop khac, nhu nhém ky nuée hodc nhom wa chét béo, nhu dugc md ta trong ban mo
ta. Budc lién hgp co thé dugc tién hanh trong khi oligome dugc lién két v6i bé do dang
ran (vi duy, sau khi tdng hop oligonucleotit, nhung trudc khi rira gidi oligome tir b¢ d&
dang rén), hodc sau d6 (tc 13, sau khi rira giai). Sing ché @& xuét viéc st dung thanh
phéan lién két amino alkyl trong qué trinh tbng hop oligome theo sang ché.
Phuong phép san xuét/tbng hop

Sang ché & xuét phuong phap tdng hop (hodc san xuét) hop chét oligome, nhu
hop chét oligome theo sang ché, phuong phép nay bao gbm

Hoac:

a) budc cung cép bé do tdng hop oligonucleotit [pha ran] ma mdt trong sd cac
nhém sau dugc géin vao [ving thit ba]:

i)  nhom thanh phan lién két (-Y-)

i) nhém dugce chon tir nhém bao gdm nhém lién hgp, nhém nhim dich,
nhom phong bé, nhém phan tng [vi dy, amin hodc ruou] hodc nhom
hoat héa(X-)

iii) nhém-Y-X

va
b) budc tong hop oligonucleotit [tudn tu] clia ving B sau d6 1a ving A,
va / hoac:
¢) budc téng hop oligonucleotit [tudn ty] clia ving thi nhét (A) va ving thit hai
(B), trong d6 sau budc tdng hop 12
d) budc bd sung viing thir ba [phosphoramidit chira]

i) nhém thanh phén lién két (-Y-)

i1) nhom dugc chon tir nhdm bao gém nhom lién hop, nhém nham dich,
nhom phong bé, nhém phan g [vi du, amin hodc rugu] hodc nhom
hoat hoa (X-)

iii) nhém-Y-X

sau do 1a

e) phan tach hop chét oligome tr bé d& [pha rén]
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trong d4, tiy y phuong phap nay con bao gdbm mot budc khac dugc chon tur:

f) trong d6 nhom tht ba 12 nhém hoat hoéa, bude hoat héa nhém hoat hoa dé san
xuét nhém phan g, sau d6 1a bd sung nhém lién hgp, nhém phong bé, hoic
nhém nhim dich vao nhém phan tng, tiy y thong qua nhém thanh phan lién
két (Y);

g) trong d6 vung thi ba 1a nhém phan Gmg, budc bd sung nhém lién hgp, nhém
phong bé, hoic nhém nhim dich vao nhém phan tng, ty y théng qua nhém
thanh phén lién két ().

h) trong d6 ving thit ba 1a nhém thanh phén lién két (Y), buée bd sung nhom
lién hop, nhém phong bé, hodc nhém nhim dich vao nhém thanh phan lién
két (Y)

trong d6 budc f), g) hodc h) dugc tién hanh trude hodc tiép theo budc phan tich
hop chat oligome tir bé d& tbng hop oligonucleotit. Theo mot s6 phuong 4n, phuwong
phép nay co thé duoc tién hanh bing cach sir dung héa hoc phosphoramidit tiéu chuén,
va cu thé 13 ving X vd/hodc ving X hodc ving X va Y ¢6 thé duoc cung cip, trude khi
két hop vao oligome, & dang phosphoramidit. Xem Fig. 5 — 10 minh hoa cac khia canh
khong lam gidi han pham vi cla sang ché vé& phuong phép theo sédng ché.

Sang ché @& xuét phuong phép tbng hop (hodc san xuét) hop chét oligome, nhu
hop chét oligome theo sang ché, trong d6 phuong phéap nay bao gbm

budce tdng hop oligonucleotit tun tu cua ving thir nhat (A) va ving thi hai (B),
trong d6 sau budce tdng hop 12 budce bd sung phosphoramidit ving thir ba chira ving X
(con duoc goi 1a ving C) hodc Y, nhur ving chira nhém duge chon tir nhém bao g6m
nhom lién hop, nhom nhim dich, nhém phong bé, nhém chtrc, nhém phan tng (vi du,
amin hodc ruou) hodc nhém hoat héa (X), hodc nhéom -Y — X, sau d6 la sy phén tach
hop chét oligome tir bé do [pha ran].

Tuy nhién, nhan biét duge rang ving X hodc X-Y ¢6 thé dugc bd sung sau khi
phén tach tir bé do dang rén. Theo mot cach khéac, phuong phap tdng hop c6 thé bao
gdm budc tdng hop ving thir nhét (A), va tiy y vung thi hai (B), sau d6 1a buée phan
tach oligome tir b¢ d&, voi bude tiép theo 12 bd sung ving thi ba, nhu nhém X hodc
nhém X-Y vao oligome. Viéc bd sung viing thit ba c6 thé dat duoc, vi du, bang cach bd
sung don vi amino phosphoramidit trong budc cudi ciing cua qua trinh tbng hop oligome

(trén gia do), ma co thé, sau khi phan tach tir gid d&, dugc sit dung dé ndi v6i nhom X
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hozic nhom X-Y, tlly v thong qua nhém hoat héa trén nhém X hodc Y (khi c6 mét). Theo
cac phuong phap ma thanh phén lién két phan tach dugc khong phai ving nucleotit,
ving B ¢6 thé 1a thanh phAn lién két phan tach dugc khong phai nucleotit, vi du, thanh
phéan lién két peptit, ma co thé tao ra mot phin ving X (con dugc goi 1a ving C) hodc 1a
viung Y (hodc mot phén ctia ching).

Theo mdt s phuong 4n vé phuong phép, ving X (nhu C) hodc (X-Y), nhur thé lién
hop (vi du, thé lién hgp GalNAc) chira nhém hoat héa, (nhém chire dugce hoat hoa) va
trong phuong phap tdng hop thé lién hop duge hoat héa (hodc ving x, hodc X-Y) duge
bd sung vao ving thtt nhét va viing thi hai, nhu oligome dugc lién két amin. Nhém amin
6 thé duogc bd sung vao oligome nhd héa hoc phosphoramidit tiéu chuén, vi du, dé lam
budc cudi clng trong qué trinh tdng hop oligome (ma thuong thu duoc nhém amin &
d4u 5’ ctia oligome). Vi dy, trong budc cubi ciing ctia qu4 trinh tbng hop oligonucleotit,
amino-alkyl phosphoramidit dugc bao vé dugc st dung, vi du, TFA-aminoC6
phosphoramidit (6-(Trifloaxetylamino)-hexyl-(2-xyanoetyl)-(N,N-diisopropyl)-
phosphoramidit).

Ving X (hodc ving C nhu dugc d& cap trong ban md ta), nhu thé lién hop (vi dy,
thé lién hop GalNAc) ¢6 thé dugc hoat héa thong qua phuong phap NHS este va sau do
oligome duogc lién két amino dugc bd sung. Vi du, N-hydroxysucxinimit (NHS) c6 thé
duoc str dung dé 1am nhém hoat hoa ddi voi vung X (hodc ving C, nhu nhém lién hop,
nhu gbc lién hop GalNAc.

Sang ché dé xuét oligome dugc didu ché bai phuong phap theo sang ché.

Theo mdt sb phuong an, ving X va/hodc ving X hodc ving X va Y ¢6 thé duogc
ndi ddng hoa tri (dugc lién két) v6i ving B thong qua lién két phosphat nucleosit, nhu
céc lién két néu trong ban md ta, bao gbdm phosphodieste hodc phosphothioat, hogc thong
qua nhom thay thé, nhu nhém triazol.

Theo mot s& phuong én, lién két giita cac nucleosit giita ving thir nhit va ving
thtr hai 1a phosphodieste dugc li€n két v&i nucleosit ADN hodc ARN thu nhét (hodc duy
nhét) ctia ving thtt hai, hodc ving B chira it nhit mot nucleosit ADN hodc ARN dugc
lién két phosphodieste.

Vung tht hai c6 thé, theo mot sb phuong én, con chira nucleosit ADN hodc ARN

ma ¢c6 thé duoc lién két phosphodeste. Vung thir hai con dugce lién két dbng hoa tri véi
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vung thir ba ma cé thé, vi dy, 13 nhém lién hgp, nhém nhidm dich, nhém phan {mg,
va/hoic nhéom phong bé.

Theo mot s6 khia canh, séng ché dya trén diéu kién v& ving khong bén, ving thi
hai, lién két ving thir nhét, vi dy, oligonucleotit d6i nghia, va nhém lién hop hodc nhém
chirc, vi du, nhém nhidm dich hogc nhém phong bé. Vung khéng bén chira it nhét mét
nucleosit duoc lién két phosphodieste, nhu nucleosit ADN hodc ARN, nhu 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 hodc 10 nucleosit dugc lién két phosphodieste, nhu ADN hodc ARN. Theo
mot s6 phuong an, hop chét oligome chira thanh phin lién két phan téch duge (khong
bén). Theo khia canh nay, thanh phan lién két phan tach dugc tdt hon 12 c6 mit trong
vung B (hodc theo mot sb phuong 4n, giita ving A va B).

Puoc néu theo mot cach khac, theo mot sb phuong an, sang ché @& xuét phi
phosphodieste dugc lién két, nhu phosphothioat dugc lién két, oligonucleotit (vi du,
oligonucleotit d6i nghia) ma c6 it nhit mot nucleosit ADN hodc ARN (5 va/hodc 3°)
tin cung dugc lién két v6i nucleosit lién k& cua oligonucleotit thong qua lién két
phosphodieste, trong d6 nucleosit ADN hogc ARN tan cung con duge lién két dong hoa
tri v6i gde lién hop, gbc nhdm dich hodc gbc phong bé, tuy y thong qua gbc thanh phan
lién két.

Ché phim

Oligome hodc thé lién hop oligome theo sang ché co thé dugc st dung trong dugc
pham va ché pham. Thich hop 13, ché phdm nay chia chét pha loang, chit mang, mubi
hoic chét bd trg duge dung. WO 2007/031091 d& cap dén chét pha loang, chit mang,
va chét bd trg dugc dung thich hgp va duoc uu tién - ma duge két hop & day dé tham
khao. Céc liéu luong thich hop, dang phéi tron, dudong dung, ché phdm, dang lidu luong,
cac tb hop véi cac chét tri liéu khac, dang phéi tron tién duoc chét cling dugc dé xuét
trong WO 2007/031091- ma cling duoc két hop & day dé tham khao.

Ung dung

Oligome hodc thé lién hop oligome theo sang ché c6 thé duogc st dung dé 1am chét
phan tng nghién ciru dé, vi du, chin doén, tri liéu va phong ngira b¢nh.

Trong nghién ctru, oligome nay co thé duoc st dung dé e ché dic hiéu su téng
hop cua protein PCSK9 (cu thé bang cach lam bién chit hodc trc ché ARN thong tin va

nhd d6 e ché sy hinh thanh protein) trong cac té bao va dong vat thir nghiém nho do
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tao diéu kién cho sy phan tich chtrc ning cua dich hodc sy ddnh gia vé tinh hiru hiéu ctia
n6 dé lam dich dé can thiép tri liéu.

Trong chin doan, oligome c6 thé duoc st dung dé phéat hién va dinh luong su biéu
hién PCSK9 trong té bao va md bang cach tham tach Northern, lai in-situ hodc céc k§
thuat tuong tu.

Dé tri lidu, dong vat hodic ngudi, bi nghi 1 bi bénh hogc rdi loan, ma c6 thé duge
didu tri bang cach didu bién su biéu hién cua PCSK9 duge didu tri bang cach st dung
hop chét oligome theo séng ché. Sang ché con dé xuét cac phuong phap diéu tri cho
dong vat c6 va, nhu diéu tri cho ngudi, bi nghi 1 bi hodc c6 kha ning méc bénh hodc
tinh trang bénh 1y, két hop véi su biéu hién PCSK9 bang cach st dung luong hitu hiéu
tri liéu hodc phong nglra cia mot hoéc nhiéu oligome hodc ché phém theo séng ché.
Oligome, nhém lién hop hodc dugce phim theo séng ché thuong dugc sir dung véi lugng
httu hiéu.

Sang ché con dé cap dén viéc stt dung hop chét hosdc thé lién hop theo sang ché
nhu duoc mo ta dé san xuét dugc phém dé diéu tri rdi loan nhu duogc dé cép trong ban
mo t4, hodc dung cho phuong phap diéu tri réi loan nhu dugc dé cap trong ban md ta.

Séang ché con @& cap dén phuong phép diéu tri r6i loan nhu dugc dé cap trong ban
mo ta, phuong phap nay bao gdm viéc cho bénh nhan cAn didu tri diing hop chét theo
sang ché nhu dugc néu trong ban md ta, va/hodc nhom lién hop theo sang ché, va/hoic
dugc pham theo sang ché.

Chi dinh y té

Oligome, thé lién hop oligome va ché phdm khac theo sang ché ¢6 thé dugc sir
dung dé diéu tri cac tinh trang bénh 1y lién quan dén sy biéu hién qua mirc hodc sy biéu
hién cua phién ban dot bién ctia PCSKO.

Sang ché con dé xuét viéc str dung hop chét theo sang ché dé san xuit duoc phdm
dé diéu tri bénh, r6i loan hoic tinh trang bénh Iy nhu dugc dé cap trong ban md ta.

Thudng duoc dé cap, mot khia canh cua sang ché md ta phuong phap diéu tri dong
vat ¢4 vii mic hogc nhay v6i cc tinh trang bénh 1y lién quan dén cac mirc d6 bat thudng
va/hoic hoat tinh cia PCSK9, bao gém viéc cho dong vat c6 va st dung va luong hitu
hiéu tri liéu cta oligome hodc thé lién hop oligome nhdm dich PCSK9 ma chira mét
hozc nhiéu don vi LNA. Oligome, nhém lién hop hodc dugc pham theo sang ché thuong

dugc st dung & lugng hitu hiéu.
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Bénh hodc r6i loan, nhu dugc dé cap trong ban mo ta, co thé, theo mot sb phuong
&n, duge két hop v6i dot bién trong gen PCSK9 hogc gen c6 san pham protein dugc két
hop v6i hodc tuong tac véi PCSK9. Do do, theo mot s6 phuong 4n, ARN thong tin dich
1a dang d6t bién cua trinh tu PCSKO.

MOot khia canh dang quan tdm theo sang ché d& xuét viéc st dung oligome (hop
chét) nhu duge xac dinh trong ban m6 ta hodc nhém lién hgp nhu duge xdc dinh trong
ban md ta dé bao ché dugc phém dé diéu tri bénh, 161 loan hodc tinh trang bénh 1y nhu
duoc dé cap trong ban mo ta.

Phuong phap theo sang ché tt hon 12 duoc sir dung dé diéu tri hodc phong ngira
chéng lai cac bénh gay ra boi cac muc dd bét thuong va/hodc hoat tinh ctia PCSKO9.

Duoc néu theo mot cach khéc, theo mot sb phuong 4n, sang ché con mé ta phuong
phap diéu tri cac mirc do bét thudong va/hodc hoat tinh ciia PCSK9, phuong phép nay
bao gdm viéc cho bénh nhan cin diéu tri ding oligome theo sang ché, hodc nhom lién
hop theo sang ché hoic dugc pham theo séng ché.

Séang ché con dé cap dén oligome, ché phdm hodc nhém lién hgp nhu duge xac
dinh trong ban mo ta dé sir dung lam dugc pham.

Sang ché con dé cap dén viéc st dung hop chét, ché phém, hoac nhém lién hgp
nhu duge x4c dinh trong ban mo ta dé san xudt san xuit duge phim dé didu tri cdc mic
6 bét thuong va/hoic hoat tinh cia PCSK9 hoic su biéu hién ctia dang dot bién cia
PCSK9 (nhu bién thé di tng, nhu bién thé lién quan dén mot trong s6 cac bénh dugc dé
cap trong ban mo ta).

Hon nita, sang ché d& cap dén phuong phap didu tri d6i twong méc bénh hoc tinh
trang bénh 1y nhu cac bénh hodc tinh trang bénh ly dwgc néu trong ban mo ta.

Bénh nhan cin diéu tri 12 bénh nhan méc hodc ¢6 thé méc bénh hoic r6i loan.

Theo mot sé phuong 4n, thuit ngi *diéu tri’ nhu dugc st dung trong ban mo ta
dung dé chi ca viéc diéu tri bénh dang tdn tai (vi dy, bénh hodc 161 loan nhu dugc dé cap
trong ban md ta), hodc ngin ngira bénh, tirc 12 phong ngira bénh. Do d6 nhén biét duogc
rang viéc diéu tri nhu dugc dé cap trong ban md ta c6 thé, theo mot sd phuong 4n, aé
phong ngtra bénh.

Theo mot phuong an, sang ché dé cap dén hop chét hodc ché phdm chira hop chét
dé didu tri bénh ting cholesterol huyét va cac r6i loan lién quan, hodc céc phuong phép

diéu tri bang cach sir dung cac hop chét hoic ché phdm dé diéu tri bénh ting cholesterol
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huyét va cac rdi loan lién quan, trong d6 thudt ngit “r$i loan lién quan” khi ding dé chi
bénh tang cholesterol huyét dugc dung dé chi mot hoic nhiéu tinh trang bénh ly duoc
chon tr nhém bao gém: bénh xo vita dong mach, bénh ting lipit huyét, bénh ting
cholesterol huyét, bénh ting cholesterol huyét di truyén vi dy, thu duge cac dot bién
chirc ning trong PCSK9, chimng mat c4n bang HDL/LDL cholesterol, bénh rdi loan m&
méu, vi du, bénh ting lipit huyét di truyén (familial hyperlipidemia - FCHL) hogc bénh
tang cholesterol huyét di truyén (familial hypercholesterolemia - FHC), bénh téng lipit
huyét mic phai, bénh ting cholesterol huyét khang statin, bénh dong mach vanh
(coronary artery disease-CAD), va bénh tim mach vanh (coronary heart disease-CHD).
Didu tri bénh két hop

Theo mdt s& phuong an, hop chit theo sang ché dé sir dung dé didu tri két hop véi
chét tri liéu khéc. Vi du, chét trc ché cia HMG CoA reductaza, nhu statin, vi du, dugc
stir dung rong rii trong diéu tri bénh chuyén hoa (xem WO 2009/043354, dugc két hop
& dy dé tham khao, vi dy, v& didu trj két hop). Viéc diéu tri két hop c6 thé 1a hop chét
lam gidm cholesterol khéac, nhu hop chit dugc chon tir nhém bao gém nhua co lap mudi
mat (vi du, cholestyramin, cholestipol, va cholesevelam hydroclorua), chit wc ché
HMGCoA-reductaza (vi du, lovastatin, cerivastatin, pravastatin, atorvastatin,
simvastatin, rosuvastatin, va fluvastatin), axit nicotinic, cac dAn xudt axit fibric (vi du,
clofibrat, gemfibrozil, fenofibrat, bezafibrat, va ciprofibrat), probucol, neomyxin,
dextrothyroxin, este thuc vét-stanol, chét tc ché hf’lp thu cholesterol (vi dy, ezetimit),
implitapit, chit trc ché cac chét truyén axit mat (chét truyén axit mat phu thudc vao natri
dinh), chit diéu hoa CYP7a gan, chét tri liéu thay thé estrogen (vi dy, tamoxifen), va cac
chét khang viém (vi du, glucocorticoit). Cac td hop véi statin c6 thé dic biét duoc wu
tién.
Céc phuong an cu thé cua sang ché
1. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia chira

a. oligome dbi nghia (A) co chidu dai 12 dén 22 nucleotit, chira trinh ty lién ké

6 10 dén 16 nucleotit ma b trg véi doan c6 chidu dai twong ung cia SEQ ID NO

30 hodc 31 hoic 32 hodc 33 hodc 34 hodc 45, va

b. it nhat mot gdc lién hop khong phai nucleotit hodc khong phai polynucleotit

(C) lién két cong héa tri v6i oligome nay (A).
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Thé lién hop oligonucleotit theo phuong an 1, trong d6 oligome d6i nghia chira trinh
tw lién k& duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO 25, 26, 27, 28, 29 va 44.

Thé 1ién hop oligonucleotit theo phuong an 1 hodc 2, trong d6 oligome dbi nghia
nhém dich PCSK9.

Thé lién hop oligonucleotit theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6
oligome d6i nghia chtra céc thé trong ddng nucleotit ting cudng ai lyc.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuong 4n 4, trong d6 cac thé twong ddng nucleotit
13 nucleotit dugc cai bién dudng, nhu nucleotit dugc cai bién dudng doc 1ap hoidc
phu thudc duge chon tir nhém bao gbm: don vi axit nucleic (LNA) bi khéa; don vi
2°-0-alkyl-ARN, don vi 2’-OMe-ARN, don vi 2’-amino-ADN, va don vi 2’-flo-
ADN.

Thé lién hop oligonucleotit theo phwrong 4n 4 hodc 5, trong do6 cac thé tvong ddng
nucleotit chira hodc 12 don vi axit nucleic (LNA) bi khoa.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n tir 1 dén
6, trong d6 oligome d6i nghia 1a gapme.

Thé lién hop oligonucleotit theo phwong an 7, trong d6 gapme chtra vién & mbi bén
(5’va3’)cua2 dén 4 thé trong ddng nucleotit, t6t hon 1a céc chét tuong tu LNA.
Thé lién hop oligonucleotit theo phuong 4n 7 hodc 8, trong do thiét ké gapme duoc
chon tir nhém bao gdm 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 4-8-2, 2-8-4, 2-9-2, 2-9-3, 3-9-2,
3-9-3, 3-9-4, 4-9-3, 2-10-2, 2-10-3, 3-10-2, 3-10-3, 3-10-4, 4-10-3, 2-11-2, 2-11-3,
3-11-2, 3-11-3, 3-11-4, 4-11-3 va 4-11-4.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n tir 7 dén
9, trong d6 thiét ké gapme dugc chon tir nhém bao gom 2-8-3, 3-8-3, 3-9-4, 3-10-3,
2-11-2, 2-11-3 va 3-11-2.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén
10, trong d6 oligome chtra trinh tu lién ké c6 13, 14, 15 hodc 16 nucleotit.

Thé lién hop oligonucleotit theo phwrong én bét ky trong sb cc phuong 4n tir 1 dén
11, trong d6 oligome chira mot hodc nhidu lién két nucleosit dugc chon tir nhom bao
gbm phosphothioat, phosphodithioat va boranophosphat.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuwong an bét ky trong sb cac phuong an tir 1 dén

12, trong d6 oligome chira hodc gbm c6 lién két phosphothioat nucleosit.
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Thé lién hop oligonucleotit theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén
12, trong do6 oligome chura trinh tu lién k& duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO
1,2,3,4,5,6,7,vag.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén
14, trong d6 gbc lién hop (C) duge chon tir nhém bao gbm hoic cacbon hydrat, nhu
GalNAc hodc nhém GalNAc; nhom wa chit béo, nhu lipit, axit béo; sterol, nhu
cholesterol hoic tocopherol; hodc statin.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong én bét ky trong sd cac phuong
an tir 1 dén 15, trong d6 gbc lién hop (C) 1am tdng cuong su phan phéi va/hoic hép
thu dén céc té bao & gan.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong an bat ky trong sb cac phuong
4n tir 1 dén 16, trong d6 gbc lién hop (C) chira sterol nhur tocophorol, cholesterol,
nhu céc gdc duoc thé hién 12 Conj 5, Conj 5, Conj 6 hodc Conj 6a.

Thé lién hop oligonucleotit dbi nghia theo phuong 4n 1 dén 16, trong d6 gbc lién
hop (C) chira cacbon hydrat nhu GalNAc hodc GalNAc héa tri ba, nhur cac gbc lién
hop dugc thé hién 12 Conj 1, 2, 3 hodc 4, hodc 1a, 2a, 3a hodc 4a.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong 4n 18, trong do6 gbc lién hop (C)
chira Conj 2a.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong an bét ky trong sb cac phuong
4n tr 1 dén 19, ma duoc chon tir nhém bao gdm SEQ ID NO 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, va 24.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong an bét ky trong sb cac phuong
4n tir 1 dén 20, trong d6 oligome d6i nghia (A) duoc lién hop véi gbc lién hop (C)
thong qua vung lién két ndm & giita trinh ty 1ién ké cua oligome va gbc lién hop (B
va/hoac Y).

Thé 1ién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong an 21, trong d6 thanh phén lién
két duoc chon tir nhém bao gdm cac thanh phan lién két amino alkyl, céc thanh phéan
lién két phosphat nucleotit va cac thanh phén lién két peptit.

“Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong an 21 hodc 22, trong d6 thanh
phén lién két dugc chon tir nhém C6 dén C12 amino alkyl.
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Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong 4n 21 hodc 22, trong d6 thanh
phan lién két 1a thanh phan lién két phosphat nucleotit phan tich sinh hoc chua 1
dén 6 nucleotit.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong an bét ky trong s cac phuong
4n tr 21 dén 24, trong d6 thanh phan lién két (B) 14 lién két phosphodieste nucleotit
chtra mgt hoac nhiéu phosphodieste nucleotit ADN lién k&, nhu 1, 2, 3, 4, 5, hodc 6
phosphodieste nucleotit ADN ma lién k& v6i dau 5> hodc 3’ clia trinh tu lién ké ctia
oligome, va ma c6 thé hodc khong thé tao ra cip bazo bd trg d6i v6i trinh tu dich
PCSKO9.

Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong 4n 24 hodc 25, trong do lién két
phosphodieste nucleotit (hodc thanh phén lién két phan tach sinh hoc) chta 1, 2 hodc
3 phosphodieste nucleotit ADN, nhu hai phosphodieste nucleotit ADN, nhu 5* CA
3’ dinucleotit.

Oligome c6 chidu dai 12 dén 22 nucleotit, chira

a.  trinh tu lién k& c6 16 nucleotit ma bd trg véi doan co chiéu dai twong tng cia
SEQ ID NO 31, hodc

b.  trinh tu lién k& ¢6 10 dén 16 nucleotit ma bd trg véi doan ¢ chiéu dai twong
g cua SEQ ID NO 33 hodc 34 hodc 45.

Oligome theo phuong 4n 27, ma chua trinh ty lién k& duoc chon tir nhém bao gém
SEQ ID NO 26, 27, 28, 29 va 44.

Oligome theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an 27 hodc 28, trong do6
oligome nhém dich PCSKO9.

Oligome theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n tir 27 dén 29, trong d6 trinh
tu 1ién k& chira céc thé twong ddng nucleotit ting cudng 4i luc.

Oligome theo phuong 4n 30, trong d6 céac thé twong ddng nucleotit 1a nucleotit dugc
cai bién duong, nhu nucleotit dugc cai bién dudng doc 1ap hodc phu thudc duge
chon tir nhom bao gém: don vi axit nucleic (LNA) bi khéa; don vi 2°-O-alkyl-ARN,
don vi 2°-OMe-ARN, don vi 2’-amino-ADN, va don vi 2’-flo-ADN.

Oligome theo phuong 4n 30 hodc 31, trong d6 cac thé twong ddng nucleotit chta
hoic 12 don vi axit nucleic (LNA) bi khoa.

Oligome theo phuong an bét ky trong s6 céc phuong an tir 27 dén 32, ma 13 gapme,

nhu oligonucleotit ctia gapme axit nucleic bi khoa.
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Thé lién hop oligonucleotit theo phuong 4n 33, trong d6 gapme chira vién & mdi bén
(5’va3’)cua?2 dén 4 thé twong ddng nucleotit, t6t hon 1a cac chét tuong tu LNA.
Thé lién hop oligonucleotit theo phuong an 33 hodc 34, trong d6 thiét ké gapme
duoc chon tir nhom bao gém 2-8-2, 3-8-3, 2-8-3, 3-8-2, 4-8-2, 2-8-4, 2-9-2, 2-9-3,
3-9-2, 3-9-3, 3-9-4, 4-9-3, 2-10-2, 2-10-3, 3-10-2, 3-10-3, 3-10-4, 4-10-3, 2-11-2,
2-11-3, 3-11-2, 3-11-3, 3-11-4, 4-11-3 va 4-11-4.

Thé lién hop oligonucleotit theo phuwong an bét ky trong sb cac phuong an tir 33 dén
35, trong d6 thiét ké gapme dugc chon tir nhém bao gém 2-8-3, 3-8-3, 3-9-4, 3-10-
3,2-11-2,2-11-3 va 3-11-2.

Oligome theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tlr 27 dén 36, trong d6
oligome chtra trinh tu lién k& c6 13, 14, 15 hoic 16 nucleotit.

Oligome theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an tr 27 dén 37, trong d6
oligome chira mot hodc nhidu lién két nucleosit duge chon tir nhém bao gdm
phosphothioat, phosphodithioat va boranophosphat.

Oligome theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tlr 27 dén 38, trong d6
oligome chura hodc gbm c6 lién két phosphothioat nucleosit.

Oligome theo phuong an bét ky trong sd cc phuong én tir 27 dén 38, ma chia trinh
tu lién ké dugc chon tir nhém bao gdm SEQ IDNO 2,3, 4,5, 6,7, va 8.

Dugc pham chira oligome hodc thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo phuong
4n bat ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 40 va chét pha lodng, chét mang, mudi
hozic chat bd trg dugce dung.

Oligome hodc thé lién hop oligonucleotit d6i nghia hoic dugc phim theo phuong
4n bat ky trong sb cac phuong 4n tur 1 dén 41, dé sir dung dé bao ché duoc phim,
nhu dé diéu tri bénh ting cholesterol huyét hodc 161 loan lién quan, nhu rbi loan
dugc chon tir nhém bao gdm bénh xo vita ddng mach, bénh tang lipit huyét, bénh
ting cholesterol huyét, bénh ting cholesterol huyét di truyén, vi duy, thu dugc cac
dot bién chirc nang trong PCSK9, ching mAt can bang HDL/LDL cholesterol, bénh
61 loan m& mau, vi du, bénh ting lipit huyét di truyén (FCHL) hodc bénh ting
cholesterol huyét di truyén (FHC), bénh ting lipit huyét mic phai, bénh ting
cholesterol huyét khang statin, bénh dong mach vanh (CAD), va bénh tim mach
vanh (CHD).
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St dung oligome hodc thé 1ién hop oligonucleotit d6i nghia hoic dugc phim theo
phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tir 1 dén 41, dé san xuit duoc phim dé
diéu tri bénh ting cholesterol huyét hodc rdi loan lién quan, nhu 161 loan dugc chon
tr nhom bao gdm bénh xo vita dong mach, bénh ting lipit huyét, bénh ting
cholesterol huyét, bénh ting cholesterol huyét di truyén, vi du, thu duoc cac dot bién
chtrc ning trong PCSKO9, ching mét can bing HDL/LDL cholesterol, bénh rdi loan
m& mau, vi du, bénh ting lipit huyét di truyén (FCHL) ho#c bénh tang cholesterol
huyét di truyén (FHC), bénh tang lipit huyét méc phai, bénh ting cholesterol huyét
khang statin, bénh dong mach vanh (CAD), va bénh tim mach vanh (CHD).
Phuong phép diéu tri bénh ting cholesterol huyét hosc rdi loan lién quan, nhu rdi
loan dugc chon tir nhém bao gdm bénh xo vita dong mach, bénh tang lipit huyét,
bénh ting cholesterol huyét, bénh ting cholesterol huyét di truyén vi du, thu dugc
cac dot bién chirc nang trong PCSK9, ching mat can bang HDL/LDL cholesterol,
bénh rbi loan m& méu, vi du, bénh ting cholesterol huyét di truyén (FHC), bénh
tang lipit huyét méc phai, bénh ting cholesterol huyét khang statin, bénh dong mach
vanh (CAD), va bénh tim mach vanh (CHD), phuong phép nay bao gbm viéc st
dung Iuong hitu hi¢u oligome hodc thé lién hop oligonucleotit d6i nghia hodc dugc
pham theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n tur 1 dén 41, cho bénh nhan
mic, hodc c6 thé mic bénh ting cholesterol huyét hodc rdi loan lién quan.

Phuong phép in vivo hodc in vitro d8 rc ché PCSKY trong t& bao ma biéu hién
PCSK9, phuong phdp nay bao gdm viéc st dung oligome hodc thé lién hop
oligonucleotit d6i nghia hodc dugc pham theo phuwong 4n bét k¥ trong s cac phuong

4n tir 1 dén 41, vao té bao sao cho @8 e ché PCSKO9 trong té bao nay.

Vi du thwe hién sing ché

Oligonucleotit dugc tbng hop trén bé dF toan phan uridin bing céch st dung

phuong phap phosphoramidit trén b phan tong hop Expedite 8900/MOSS (He da tong

hop oligonucleotit) hodc by phén tao oligome Oligomaker 48 & pham vi 4 hodc 1umol,

mot cach 1an luot. Két thic téng hop, cac oligonucleotit dugc phén tach tir bé d dang

rin bing cach st dung amoniac chira nudc trong thoi gian tr 5 dén 16 gio & nhiét do

60°C. Céc oligonucleotit dugc tinh ché bang HPLC pha déo (RP-HPLC) hodc bang cach

chiét pha rén va dugc dic trung béi UPLC, va khdi lwgng phan tr con dugc xac nhan

boi ESI-MS. Xem chi tiét hon dudi déy.
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Su kéo dai oligonucleotit

Su bit cip B-xyanoetyl- phosphoramidit (ADN-A(Bz), ADN- G(ibu), ADN-
C(Bz), ADN-T, LNA-5-metyl-C(Bz), LNA-A(Bz), LNA- G(dmf), LNA-T hodc C6-S-
S-C6 thanh phan lién két) duoc tién hanh bang cach str dung dung dich chira 0,1M amidit
dwoc bao vé 5°-O-DMT trong axetonitril va DCI (4,5-dixyanoimidazol) trong
axetonitril (0,25M) dé lam chit hoat héa. Trong chu ky cubi cung, cholesterol
phosphoramidit dugc li€n két C6 c6 ban trén thi truong dugc st dung ¢ 0,1M trong
DCM. Tién hanh thiol hoa dé dwa lién két phosphorthioat vao bang céch sir dung xanthan
hydrua (0,01M trong axetonitril/pyridin 9:1). Céc lién két phosphordieste dugc dua vao
bang cach st dung iot 0,02M trong THF/Pyridin/nude 7:2:1. Phén con lai ciia céc chét
phan Gmg 1a cac chét phan tmg thudng dugc sir dung dé tdng hop oligonucleotit. Déi voi
thé lién hop téng hop sau pha ran, phorphoramidit lién két C6 amino c6 ban trén thi
truong dugc st dung trong chu ky cubi cing ctia qua trinh tong hop pha rin va sau d6
khir bao vé va phén tach tir bé 4 dang rén, oligonucleotit duge khir bao vé amino lién
két duoc phan lap. Thé lién hop duge dwa vao thong qua sy hoat héa ciia nhom chire
bing céach st dung cac phuong phap téng hop chuén.

Tinh ché biang RP-HPLC:

Céc hop chét thd dugc tinh ché bang RP-HPLC diéu ché trén Phenomenex Jupiter
cot C18 10p 150x10mm. Amoni axetat 0,1M pH 8 va axetonitril duoc st dung dé 1am
dung dich dém véi tdc do chay 1a SmL/phit. Céc phan doan da dugc gom dugc lam kho
lanh dé thu dugc hop chét tinh ché thuong & dang chét rin mau tring.

Céc chit viét tit:

DCI: 4,5-Dixyanoimidazol

DCM: Diclometan

DMF: Dimetylformamit

DMT: 4,4’-Dimetoxytrityl

THF: Tetrahydrofuran

Bz: Benzoyl

Ibu: Isobutyryl

RP-HPLC: Séc ky 16ng cao ap pha déo

Céc hop chat dugc tdng hop dugc thé hién trong Bang 1 va cling dugc minh hoa

trén cac hinh vé.
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Vi du 1: Phat hién ra mé tip dich PCSK9 mdi

521 oligonucleotit d6i nghia khang PCSK9 — tAt ca v6i ba axit nucleic bi khéa nim
bén suon mudi ADN, tic 12 véi thiét k& gapme 16-mer LNA - ddc hiéu ddi voi PCSK9
ctia ngudi va dong vat linh truéng dugc thiét k& va téng hop. Dong té bao nguoi 15PC3
duoc U trong ba ngdy véi miu md phong hodc oligonucleotit duge cai bién axit nucleic
bi khoa duge nhém dich dén PCSK9 ngudi & ndng do 0,3uM. Mbi oligonucleotit khang
PCSK9 duoc thir nghiém trong ba thir nghiém doc 1ap. Mirc do ARN thong tin PCSK9
dugc dinh luong tir ARN dugc chiét bang cach sir dung PCR thoi gian thuc nhu duoc
md ta, va dugc cho chuin héa véi ARN thong tin B-actin va twong quan véi mic do
trung binh trong muoi hai mau duge xir Iy md phong trén Fig. 8, v6i phan tir 1an cén cua
tap hop con cac phén tir hiéu nghiém nhét trén Fig. 9.
Vi du 2: Gidm ARN thong tin in vitro

Dong té bao nguodi 15PC3 duge U trong 3 ngay vdi miu md phéng hodc
oligonucleotit dugc cai bién axit nucleic bi khoéa véi SEQ ID 1 dén 8 dugc nhim dich
dén PCSK9 ngudi & ndng d6 0,0012, 0,06, 0,3 va 1,5uM. Mirc 4o ARN thong tin PCSK9
duoc dinh lugng tir ARN da duge chiét bang cach sir dung PCR thoi gian thye nhu dugce
mé ta, va dugce cho twong quan véi cac mic do trung binh trong bdn miu dugc xir Iy
mb phong trén Fig. 10. Pbi v6i mdi oligonucleotit, tinh hiéu nghiém, dugc dinh lugng
I ndng d6 hitu hiéu ban t5i da (EC50), dugc xéc dinh bang cach binh phuong t6i thiéu
phu hop véi dang thie Hill trong dang logic hai tham s6 v6i can dudi duge cb dinh 1a
0% va can trén duoc cb dinh 1a 100%, nhu EC50 = lugng wéc tinh + d9 I¢ch chuan.
Vi du 3: Mttc ¢ ALT in vivo

Chudt nhét c4i bdn tudn tudi NMRI (Taconic, Denmark), cdn ning khoang 20g luc
méi sinh, dugc tiém trong tinh mach mot 14n vé6i nuéc mudi hodc oligonucleotit dugce
¢4 bién axit nucleic bi khoa, duge lién hop cholesterol véi SEQ ID 9 dén 16 duge nham
dich dén PCSK9 ngudi & lidu lwong 7,5 va 15mg/kg. Chudt nhit nay dugc giét sau 7
ngdy dung va mic do huyét thanh cta alanin aminotransferaza (ALT) duoc xac dinh
bang cach st dung thir nghiém enzym (Horiba ABX Diagnostics). DPéi v6i mdi nhom
xtr Iy nam con, do 1éch trung binh va dd 1éch chuin dugc tinh va dugc thé hién trén Fig.
11 twong quan véi cdc mirc do trung binh trong chudt nhit duoc didu tri bang nudce
mubi. Su ting ALT duoc ghi lai ¢ ca hai ndng do dbi véi mot sb, nhung khong phai tat

ca, phan tt dugc lién hop cholesterol. Mot vai hop chit, nhu SEQ ID NO 9 va 10, khong
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lam tang cuong ALT & chudt nhét theo cach c6 y nghia vé mit 1am sang ngay ca khi
cholesterol duoc st dung lam nhom lién hop dé lam ting cudng sy hép thu cac hop chét
trong gan.

Vi du 4: Nghién ctru dong vat linh truéng khong phai nguoi

Péi trgng dong vat linh truéng dbi v6i nghién ctru nay 1a dé nghién clru cac chét
tao lipit dugc chon trong 7 tudn sau mot lidu tiém bolus cham hop chit LNA khéng
PCSK9 vao khi cynomolgus va danh gia tinh doc tiém tang ctia hop chét nay & khi. Cac
hop chit dugc st dung trong nghién ciu nay 1a SEQ ID NO 10, 13, 18, 19, 20 & 21,
duoc didu ché trong nudc mubi vo tring (0,9%) & ndng do ban dau 13 0,625 va
2,5mg/ml).

Khi duc it nhét 24 thang tudi duoc str dung, va co sy tiép can tu do v6i nudc may
va 180g ché do an mo rong MWM(E) SQC SHORT (Dietex France, chénh 1€ch tiéu
chuin$, Saint Gratien, France) dugc phan bd hing ngay cho ting con. Tong luong thirc
4n dugc phan bd trong mdi 16ng s& dugc tinh theo sb luong con vat trong 16ng vao ngiy
d6. Ngoai ra, trai cay hodc rau dugc cung cép cho timg con hing ngay. Mdi con vat dugc
lam thich nghi véi moi truong dé nghién ctru céc tinh trang bénh 1y trong thoi gian it
nhét 14 ngay trude khi bét du giai doan diéu tri. Trong giai doan nay, cac nghién ctru
truGe didu tri duge tién hanh. Cac con vat dugc dinh lidu trong tinh mach & liéu don 12
0,25, 1,0 hoic 2,5mg/kg (SEQ ID NO 10, 13, 18, va 21) hodc & lidu don 1a 1,0 hodc
2,5mg/kg (SEQ ID NO 19 va 20). Thé tich lidu 12 0,4mL/kg. Mdi nhém st dung 2 con
vat.

Dang phéi trOn theo liéu lwgng dugc sit dung mot 14n vao ngay 1. Cac con vat duoc
quan sat trong thoi gian 7 tudn sau khi diéu tri, va duogc tha ra khoi nghién ctru vao ngay
51. Ngay 1 tuong Gng v6i ngay thir nhét cta giai doan diéu tri. Cac quan sat 1dm sang
va trong luong co thé va sy hip thu thirc n (trong mdi nhém) s& dugce ghi lai trude va
trong nghién ctru.

Méu dugc 1dy miu va céac phén tich dugc tien hanh & cac thoi di€m sau:

Ngay nghién ctru Théng sd
-8 RCP, L, Apo-B, PCSK9*, OA
-1 L, Apo-B, PCSK9*, PK, OA
1 Dinh liéu
4 LSB, L, Apo-B, PCSK9*, OA
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8 LSB, L, Apo-B, PCSK9*, PK, OA
15 RCP, L, Apo-B, PCSK9* PK, OA
22 LSB, L, Apo-B, PCSK9* PK, OA
29 L, Apo-B, PCSK9* PK, OA
36 LSB, L, Apo-B, PCSK9* PK, OA
43 L, PK, Apo-B, PCSK9* PK, OA
50 RCP, L, Apo-B, PCSK9* PK, OA

RCP (routine clinical pathology) 0 bénh hoc 1am sang thuong ngdy, LSB = an toan
héa sinh gan, PK = dugce dong hoc, OA = céc phan tich khac, L = Lipit.

Cac thong sb sau dugc x4c dinh d6i v6i tht ca cac con vat sdng sét & cac thoi diém
duoc chi ra dudi day:

e Bang hoa sinh day du (toan bo danh sach dudi ddy) - vao Ngay -8, 15 va 50,

e DJ antoan & gan (ASAT, ALP, ALAT, TBIL va chi GGT) - vao Ngay 4, &,
22 va 36,

e Profin lipit (tbng cholesterol, HDL-C, LDL-C va Triglyxerit) va chi Apo-B -
vao Ngay -1, 4, 8,22, 29, 36, va 43.

Mau (khoang 1,0mL) dugc dua vao 6ng lithi heparin (bdng cach stt dung may phan
tich héa sinh mau ADVIA 1650): Apo-B, natri, kali, clorua, canxi, phospho vd co,
glucoza, HDL-C, LDL-C, ure, creatinin, téng bilirubin (TBIL), téng cholesterol,
triglyxerit, phosphataza kiém (ALP), alanin aminotransferaza (ALAT), aspartat
aminotransferaza (ASAT), creatin kinaza, gamma-glutamyl transferaza (GGT), lactat
dehydrogenaza, tdng protein, albumin, ty 1& albumin/globulin.

Phén tich PCSK9 trong méu: Cdc mau mau dé phan tich PCSK9 dugc gom tir Ngay
-8, -1, 4, 8, 15, 22, 29, 36, 43 va 50. Mdu tinh mach (khoang 2mL) dugc gom tur tinh
mach thich hop trong ting con vat vao 6ng tach huyét thanh (Serum Separating Tube-
SST) va cho phép dong cuc trong it nhét 60 + 30 phat & nhiét do trong phong. Mau dugc
ly thm & tbe do 10000 m/s? trong 10 phtt trong céc diéu kién 1am lanh (thiét 1ap dé duy
tri nhiét ¢ +4°C). Huyét thanh nay dugc truyén vio 3 6ng riéng biét va duge bao quan
& nhiét 3o -80°C cho dén khi duoc phan tich & CitoxLAB France bang cach st dung
phwong phap ELISA (b0 kit Circulex PCSK9 human ELISA, CY-8079, dugc phé chudn

dbi v6i cac mau tir khi cynomolgus).
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Céc phan tich khac: WO 2011009697 dé xuét phuong phap dung cho cac phén tich
sau: qPCR, phan tich ARN thong tin PCSK9. Céac phan tich khac bao gdm protein
PCSK9 ELISA, phén tich Lp(a) huyét thanh v6i ELISA (Mercodia No. 10-1106-01),

phan tich oligonucleotit trong m6 va huyét twong (ham lugng thudc), chiét cdc mau, miu

tiéu chuan - va mau QC, x4c dinh ham lugng oligonucleotit bang ELISA.

Dit liéu cta céc hop chét nhim dich PCSK9 duoc thé hién trong bang sau:

L Téc dung PCSK9 [Tac dung LDL-C
Tri so doi , ,
o toi da toi da
v6i liéu ) 7
(dit liéu biéu hién| (dit liu bicu
lugng X 5 X
phén tram liéu | hién phén trdm
2,5mg/kg .
lugng so b9)  [liu lugng so b))
PCSKO9 protein | PCSK9 protein
Hop chét ngdy 4 (phan ngay 29 (phan
SEQID | tram lidu luong | trim lidu lugng
so bo) so bd)
10 86 71,5 69% (d15) 87% (d29)
13 81 71 71% (d29) 84% (d22)
18 57 42 42% (d29) 71% (d15)
21 80,5 56 55% (d29) 84% (d15)
20 51 53 48% (d4) 94% (D8)
19 55 60 55% (d4) 89% (D4)

Khong c6 chi dinh v& tinh doc hai gan hodc tinh ddc hai than véi hop chit nham
dich PCSK9. Déng chu y 14, hop chét PCSK9-GalNAc tao ra sy giam diéu hoa hiéu qua
cao va nhanh ctia PCSK9 ma dugc duy tri trong khoang thoi gian kéo dai (toan bo do
dai nghién ciru), minh hoa rang hop chit duoc lién hgp GalNAc hitu higu hon, ca vé su
gidm ban d4u nhanh, va thoi gian dai, chira rang chiing c6 thé dugc dinh liéu twong ddi
thudng xuyén va & lidu lwong thap hon, nhu so véi ca hop chét gbc khong duge lién
hop, va hop chét st dung k¥ thuat lién hop thay thé, nhu lién hop cholesterol. SEQ ID
NO 18 tao ra sy giam diéu hoa nhanh va thich hgp cia PCSK9 va LDL-C trong sudt
thoi gian nghién ctru (dwgc quan st vao ngay 34 ¢ lidu luong 2,5mg/kg, véi sy giam
didu hoa PCSK9 dang chii y dugc quan sét sau 48 ngay dung liéu lwong don 2,5mg/kg
ma murc do protein PCSK9 huyét trong 12 71% lidu lugng so bo).
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Vi du 5: Dénh gia tinh ddc gan va than & chudt cbng.

Hop chit theo sang ché c6 thé duoc danh gia vé profin tinh doc & cac loai gam
nhAm, nhu & chudt nhit hodc chudt cdng. Phuong phép chudn sau c6 thé duoc sir dung:
Wistar Han Crl: WI(Han) dugc st dung & do tudi khoang 8 tuan tudi. O 46 tudi nay, cac
con duc c6 can nang khoang 250g. T4t ca cac con vat duoc tu do tiép can v6i ché @6 an
duy tri dang vién SSNIFF R/M-H (SSNIFF Spezialdidten GmbH, Soest, Germany) va
nude may (duge loc bang may loc 0,22um) dugce chira trong cac chai. Mire do lidu luong
la10 va 40mg/kg/liéu duoc st dung (st dung dudi da) va dugc dinh lidu vao ngay 1 va
8. Cac con vat dugc tro tr vao Ngay 15. MAu nuéc tidu va mau mau dugc gom vao ngay
7 va 14. Tién hanh danh gia bénh hoc 1am sang vao ngay 14. Trong lugng co thé dugc
xac dinh trude nghién cru, vao ngay dung tha nhét, va 1 tudn truée khi md i thi. Su
tiéu thu thirc &n trong mdi nhém dwgc danh gia hing ngay. Miu méu dugc 14y thong
qua tinh mach duéi sau 6 gid nhin déi. Viéc phén tich huyét thanh méu sau dugc tién
hanh: sé lugng hong cAu, thé tich trung binh té bao, thé tich t& bao dugc déng goi,
hemoglobin, ndng d6 hemoglobin t€ bao trung binh, sb luong tiéu cau, s6 luong bach
cAu, sb luong t& bao tring biét héa véi hinh thai hoc té bao, sb luong té bao luéi, natri,
kali, clorua, canxi, phospho vd co, glucoza, ure, creatinin, tbng bilirubin, tdng
cholesterol, triglyxerit, phosphataza kiém, alanin aminotransferaza, aspartat
aminotransferaza, tdng protein, albumin, ty 1¢ albumin/globulin. Tién hanh xét nghiém
nuéc tiéu: o-GST, B-2 vi globulin, Calbindin, Clusterin, xystatin C, KIM-1,
Osteopontin, TIMP-1, VEGF, va NGAL. Bay chét phan tich (Calbindin, Clusterin,
GST-0, KIM-1, Osteopontin, TIMP-1, VEGF) dugc dinh Iwgng trong Béang 1
(MILLIPLEX® MAP Rat Kidney Toxicity Magnetic Bead Panel 1, RKTXIMAG-
37K). Ba chét phan tich ($-2 Microglobulin, xystatin C, Lipocalin-2/NGAL) dugc dinh
luong trong Bang 2 (MILLIPLEX® MAP Rat Kidney Toxicity Magnetic Bead Panel 2,
RKTX2MAG-37K). Thir nghiém dé x4ac dinh céc ndng do cta chi thi sinh hoc trong
nuée tiéu chudt cbng 13 dua trén cong nghé Luminex xXMAP®. Cac vi cdu dugc phu
khang thé khéng a-GST / B-2 vi globulin / calbindin / clusterin / xystacin C / KIM-1 /
osteopontin / TIMP-1 / VEGF / NGAL dugc ma héa bing mau v6i hai thudc nhudm
huynh quang khéc nhau. Céc thong s6 sau duoc x4c dinh (nudc tiéu bang cach st dung
ADVIA 1650): protein nud¢ tidu, creatinin nuéce tiéu. C4c thong s6 dinh lwong: thé tich,

pH (bang céach st dung bang thr nghiém 10-Multistix SG/may phan tich nude tiéu
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Clinitek 500), trong luc cu thé (bang cach sir dung may do khuc xa). Céc thong s6 ban
dinh lwong (bing cach st dung bang thir nghiém 10-Multistix SG/may phan tich nudce
tiéu Clinitek 500): protein, glucoza, keton, bilirubin, nitrit, mau, urobilinogen, té bao
hoc cua cin (bing cach kidm tra bing kinh hién vi). C4c thong sb chét luong: vé bén
ngoai, mau. Sau khi giét, trong lugng co thé va trong luong than, gan va 14 lach dugc
xac dinh va ty 1 co quan véi trong lugng co thé duoc tinh. Cac mau than va gan dugc
14y va dugc lam ddng hodc bao quan trong formalin. Tién hanh céc phan tich bang kinh
hidn vi. Dt liéu v& sw biéu hién Kim-1 duoc thé hién trén Fig. 15, ma ching minh ring
tAt ca cc phan tir ngoai trir SEQ ID NO 4 ¢6 tin higu kim-1 trong nuéce tiéu thap hon so
v6i SEQ ID NO 1, chitng minh sy an toan ¢ than dugc cai thién so v6i phan tu géc va
khéng dugc lién hgp duge duoc dédc trung trude do.
Vi du 6: Phén tich cac thanh ph;“m lién két phan tich duge

Oligome dbi nghia dugc dénh ddu FAM (ASO) véi céc thanh phan lién két
ADN/PO khéac nhau dugc dua vao qua trinh phan tach in vitro trong phan chiét S1
nucleaza (bang dudi day), th8 ddng nhét gan hodc than hodc huyét thanh.

, Thanh phan lién két 7
So Seq (5°-37) Thé lién hop (C)
phén tach duoc (B)
35 GCattggtatTCA 3PO-ADN (5°tca3’) FAM
36 GCattggtatTCA 2PO-ADN (5°ca3’) FAM
37 GCattggtatTCA 1PO-ADN (5’a3’) FAM
38 GCattggtatTCA 3PO-ADN (5°gac3’) FAM
39 GCattggtatTCA khong FAM

Céc chit viet hoa 1a nucleosit LNA (nhu beta-D-oxy LNA), cac chit viét thudong 14
nucleosit ADN. Céc chi s6 dudi 1a lién két gitta cac nucleosit phosphothioat. Xytosin
LNA tuy y 1a 5-metyl xytosin. Gbc lién hop FAM duoc thé hién trén Fig. 6 va céc phan
tir dugc thé hién trén Fig. 7.

ASO dugc danh ddu FAM 100puM véi céc thanh phan lién két ADN/PO khac nhau
duoc dua vao phén tach in vitro bang S1 nucleaza trong dung dich d¢ém nucleaza (60 U
cho mdi 100pL) trong 20 va 120 phut (A). Nging hoat tinh enzym bang cach bd sung
EDTA vao dung dich dém. Sau d6, céc dung dich duoc dua vao phén tich AIE HPLC
trén Dionex Ultimate 3000 bang cach st dung ¢t Dionex DNApac p-100 va gradien
nam trong khoang tr 10mM dén 1M natri perclorat & d§ pH = 7,5. Ham lugng
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oligonucleotit dugc phan tach va khong dugc phan tach dugc xac dinh dua trén ti€u

chudn bing cach sir dung ca may do huynh quang & 615nm va méy do uv & 260nm.

SEQID Thanh phan lién | % phén tach sau 20 phiit | % phén tach sau 120
NO két trinh tur S1 phut S1
39 -- 2 5
37 a 29,1 100
36 ca 40,8 100
35 tca 74,2 100
38 gac 22.9 khong xac dinh

Két luan: Céc thanh phan lién két PO (hoic ving B nhu duoc dé cap trong ban
mé t4) 1am phan tich thé lién hop (hodc nhém C), va ca chidu dai va/hogc ché phim
trinh tu cua thanh phﬁn lién két 6 thé dugce st dung dé didu bién tinh nhay ddi voi su
phan tich phén giai nucleotit ctia ving B. Trinh ty cta cic thanh phin lién két ADN/PO
c6 thé didu bién téc @6 phan tich nhu dugc quan sat sau 20 phut trong phén chiét
Nucleaza S1. Do d6, viéc chon loc trinh tu cho ving B (vi dy, cho thanh phﬁn lién két
ADN/PO) ¢6 thé ciing dugc st dung dé didu bién muc do phan tach trong huyét thanh
va trong c4c té bao ciia md dich.

Céc thé ddng nhét gan va than va huyét thanh duoc 1am tang véi hop chit SEQ ID
NO 35 dén ndng d6 12 200pg/g md. Cac mau gan va than dugc gom tir chudt nhét NMRI
duoc ddng nhit trong dung dich dém ddng nhét héa (0,5% Igepal CA-630, 25mM Tris
pH 8.0, 100mM NaCl, pH 8,0 (dugc diéu chinh v6i IN NaOH). Céc thé ddng nhat duoc
Ui trong 24 gid ¢ nhiét 4o 37°C va sau do6 cac thé ddng nhét nay dugc chiét bang phenol
- clorofom. Ham luong oligo dugc phan tach va khong duge phén tach oligo trong phén
chiét tir gan va than va tir huyét thanh duoc x4c dinh dya vao ti€u chuin bﬁng cach st

dung phuong phap HPLC néu trén:

% duogc phan | % dugc phdn | % duge phan
Trinh tu thanh | tch sau 24 gid | tach sau 24 gio | tach sau 24 gio
SeqID phén lién két | trong thé ddng | trong thé @éng | trong huyét
nhit gan nhét than thanh
35 tca 83 95 0
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Két luan: Céc thanh ph?ln lién két PO (hodc ving B nhu duge dé cap trong ban mo
t4) dan dén viéc thé lién hop (hodc nhom C) duge phan tach, trong thé ddng nhat gan
ho#c than, nhung khong trong huyét thanh. Tinh nhay v6i su phan tach trong céc thu
nghiém dugc thé hién trong vi du 6 c6 thé duogc str dung dé xé4c dinh liéu rang thanh
phin lién két 1a phan téch sinh hoc dwgc hay khong bén v& mit sinh Iy. Luu ¥ ring su
phén tach trong cac thir nghiém néu trén dugc dung dé chi su phan tach cta thanh phan
lién két phan tach duge, oligome hodc ving A nén duy tri sy nguyén ven churc nang.
Vidu 7: Su giam ARN thong tin PCSK9 véi thé lién hop cholesterol in vivo

PCSK9 - Hop chét dic hiéu & chudt nhat

S5 Seq (5-3") (A) | Thanh phan lién két phan tach dugc (B) | The lién hop (C)
40 | GTctgtggaaGCG khong khong

41 | GTctgtggaaGCG khong Cholesterol
42 | GTctgtggaaGCG 2PO-ADN (5°ca3’) Cholesterol
43 | GTctgtggaaGCG 2PO-ADN (5°ct3’) Cholesterol

Chudt nhit NMRI duoc tiém nude mubi lidu don hoic 10mg/kg oligonucleotit d6i
nghia LNA khong dugc lién hop (SEQ ID 40) hodc luong dang mol cta oligonucleotit
d6i nghia LNA duoc lién hop v6i Cholesterol véi cac thanh phn lién két khic va bi giét
vao ngay 1-10 theo Bang 5.

ARN duoc phan 14p tir gan va thén va dugc dua vao qPCR véi doan mdi dic hiéu
PCSKO9 va thi nghiém dé phan tich vé sy giam ARN thong tin PCSK9. Cac két qua dugc
thé hién trén Fig. 14.

K&t luan: Cholesterol dugc lién hop véi oligonucleotit d6i nghia LNA PCSK9 v&i
thanh phén lién két gdm c6 2 ADN véi mach chinh phophodieste (SEQ ID NO 42 va
SEQ ID NO 43) thé hién sy giam PCSK9 & gan dugc ting cuong (Fig. 14) so v6i hop
chét khong dugce lién hop (SEQ ID NO 40), cling nhu nhu so v&i thé lién hop cholesterol
v6i thanh phin lién két 6n dinh (SEQ ID NO 41).

Vit liéu va phuong phap:

Thiét ké thir nghiém:
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] ~ Mic do lidu| Nong d6 & Trong
Id | So Giong / gioi \ \ Ngay
. |[Nhom lugng hop | thé tich liéu lwong | Ngay
Phan| , | dong |dOng|tinh/thic dn dong . Duong dung| dinh ] .
sO , chat moi Iwong 10 . cothé| giét
vat s0 | vat vat liéu
ngay ml/kg ngay
Nuéce trong tinh
1 | 1-3 | 3 NMRI/Q/Chow .. - 0 0,1 1
mudi mach
SEQ ID
trong tinh
2 | 4-6 | 3 NMRI/Q/Chow| NO40 | 1mg/ml 0 0,1] 1
mach
10mg/kg
SEQ ID
NO 41 trong tinh
3 | 79 | 3 NMRI/Q/Chow| , 1,13 mg/ml 0 |0,1] 1
dang mol mach
A 11,3mg/kg
SEQ ID
NO 42 trong tinh
5 |13-15| 3 |[NMRI/Q/Chow| |, 1,27 mg/ml 0 [(0,1] 1
dang mol mach
12,7mg/kg
SEQ ID
NO 43 trong tinh
6 [16-18| 3 NMRI/Q/Chow| |, 1,27 mg/ml 0 0,1 1
dang mol mach
12,7mg/kg
Nuée trong tinh
7 119-21] 3 |[NMRI/Q/Chow , - 0 0,3 3
muoi mach
SEQ ID
trong tinh
8 [22-24| 3 |[NMRI/Q/Chow| NO 40 | 1mg/ml 0 0,3 3
mach
10mg/kg
B SEQ ID
NO 41 trong tinh
9 [25-27| 3 [INMRI/Q/Chow| , 1,13 mg/ml 0 0,3 3
dang mol mach
11,3mg/kg
SEQ ID trong tinh
11 |31-33| 3 |NMRI/Q/Chow 1,27 mg/ml 0 0,3 3
NO 42 mach
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, , Mtc do lidu Trong
Id | So Gibng / gidi \ \ Ngay
. |Nhém lwong hop | thé tich liu luong | Ngay
Phan| , | dong |dong|tinh/thirc &n dong A Dudng dung| dinh . i
s0 , chat moi . cothé| giet
vat so | vat vat . liéu .
ngay ngay
dang mol
12,7mg/kg
SEQ ID
NO 43 trong tinh
12 [34-36| 3 |[NMRI/Q/Chow| |, 1,27 mg/ml 0 0,3] 3
dang mol mach
12,7mg/kg
Nudc trong tinh
13 |37-39| 3 |NMRI/Q/Chow . 0 0,7 7
muoi mach
SEQ ID
trong tinh
14 |40-42| 3 |[NMRI/Q/Chow| NO 40 0 0,7 7
mach
10mg/kg
SEQID
NO 41 trong tinh
15 |43-45| 3 [NMRI/Q/Chow| , 1,13 mg/ml 0 0,7 7
dang mol mach
C 11,3mg/kg
SEQ ID
NO 42 trong tinh
17 |49-51| 3 |[NMRI/Q/Chow| |, 1,27 mg/ml 0 0,7 7
dang mol mach
12,7mg/kg
SEQ ID
NO 43 trong tinh
18 |52-54| 3 |NMRI/Q/Chow| |, 1,27 mg/ml 0 0,7 7
dang mol mach
12,7mg/kg
Nudc trong tinh 0,7,
19 |55-57| 3 |NMRI/Q/Chow , 0 10
muoi mach 10
D SEQ ID
trong tinh 0,7,
20 |58-60| 3 |[NMRI/Q/Chow| NO 40 0 10
mach 10
10mg/kg
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i ., M d6 lidu Nong do & Trong
Id | SO Giong / gidi , . Ngay
. [Nhém lugng hop | thé tich lieu Iuong | Ngay
Phan| , | dong |dOng| tinh/thic &n dong L. Duong dung| dinh . .
sO , chat moi luong 10 . co thé| giét
vat s6 | vat vat lieu
ngay ml/kg ngay
SEQ ID
NO 41 trong tinh 0,7,
21 |61-63| 3 [NMRI/Q/Chow| |, 1,13 mg/ml 0 10
dang mol mach 10
11,3mg/kg
SEQ ID
NO 42 trong tinh 0,7,
24 [70-72| 3 |NMRI/Q/Chow| |, 1,27 mg/ml 0 10
dang mol mach 10
12,7mg/kg
Nude trong tinh
A | 25 |73-75| 3 [NMRI/Q/Chow . - 0 0,1 1
muoi mach

Lidu dung: Cac con cai NMRI, khoang 20g luc méi sinh, duoc dinh liéu 10ml trong
mbi kg BW (theo trong lugng co thé ngay 0) trong tinh mach ctia hop chét duoc phdi
tron trong nugc mubi hozic mdt minh nude mudi theo bang trén.

L4y mAu mo gan va than. Cac con vit dugc gdy mé véi 70% CO2-30% Oz va dugc
gibt bang cach lam trat khop cb theo Bang 4. Mot nira thuy gan 16n va mot than dugce
cit nhé va nhén chim trong RNAlate.

Téng ARN dugc chiét tr tdi da 10mg mo duge ddng nhit bang cich nghién hat
v6i su ¢6 mit cia dung dich dém mo phan 1ap ARN MagNA Pure LC (Roche cat.no 03
604 721 001) bing céch st dung bd kit thé tich Ion ARN t€ bao MagNa Pure 96 (Roche
cat no. 5467535001), theo chi dén ciia nha san xuit. Qud trinh tong hop mach th nhét
duoc tién hanh bang cach st dung chét phan g transcriptaza dao tir Ambion theo chi
dAn ctia nha san xuét,

Déi v6i mbi miu 0,5ug tng ARN duge diéu chinh dén (10,8ul) v6i RNaza khong
¢6 H20 va dugc tron véi 2ul decame ngau nhién (50pM) va 4ul hdn hgp ANTP (2,5mM
mdi dNTP) va gia nhiét dén nhiét do 70°C trong 3 phut ma sau do6 cac mau duge lam
lanh nhanh trén d4. 2ul 10x dung dich dém RT, 1ul MMLV Transcriptaza déao (100
U/ul) va 0,25ul chét e ché RNaza (10U/ul) dugc bd sung vao mdi mau, sau d6 1a u &
nhiét do 42°C trong 60 phut, bét hoat nhiét enzym & nhiét 4o 95°C trong 10 phut va sau
d6 mAu duge 1am lanh dén nhiét @6 4°C. Cac maiu ADN b trg dugc pha lodng theo ty
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1& 1:5 va dua vao RT-QPCR bang cach st dung Taqman Fast Universal PCR Master
Mix 2x (Applied Biosystems Cat #4364103) va thir nghiém biéu hién gen Tagman
(mPCSK9, Mn00463738_m1 va mActin #4352341E) theo phuong phép cua nha san
xult va duoc xt ly trong cong cu Applied Biosystems RT-qgPCR (7500/7900 hodc
ViiA7) theo cach nhanh.

Vi du 8: Nghién ctru dong vt linh truong khong phai ngudi; tiém nhiéu 14n duéi da

Muc dich ctia nghién ctru dong vat linh trudng khong phai ngudi la dé danh gia
tinh hiéu qua va d6 an toan cua hgp chét khang PCSK9 trong chu trinh dung 1&p lai, khi
hop chét duoc st dung bang cach tiém dudi da (s.c.). Hop chét dugc st dung trong thi
nghiém nay 1a SEQ ID NO 2, 3, 18, va 19, dugc didu ché trong nuéc mudi v6 tring
(0,9%) & ndng d6 ban dau 1a 0,625 va 2,5mg/ml.

Khi cai cynomolgus it nhit 24 thang tudi dugc st dung, va duge cho tiép can tu
do v6i nuéc may va 180g ché d6 an md rong OWM(E) SQC SHORT (Dietex France,
chénh 1&ch tiéu chuanS, Saint Gratien, France) dugc phén phéi hing ngay cho mdi con.
Ngoai ra, trai cdy hodc rau dugc cung cip cho mdi con vat ndy hing ngay. Céc con vat
dugc 1am thich nghi v6i cac diéu kién nghién ctru trong thoi gian it nhét 14 ngay trude
khi bat dau giai doan diéu tri. Trong giai doan nay, cac nghién ctu trude diéu tri duoc
tién hanh. Céc con vat dugc dinh lidu duéi da mot 1an mot tun trong bdn tudn & lidu 1a
0,5mg/kg (SEQ ID NO 2, 3, 18, va 19) hodc 1,5mg/kg/miii tiém (SEQ ID NO 18 va 19),
v6i tong cong bdn mili tiém trong khoang bbn tudn. Thé tich lidu luong 14 0,4 mL/kg/miii
tiém. Sau con vét dugc st dung trong mdi nhém. Sau lidu thi tu va lidu cudi cling, céc
con vat duoc quan st trong mot tudn ma sau d6 mot nira cc con vat duoc giét dé nghién
ctru su diéu hoa phién ma apoB gan, cac thong s6 lipit, tién str gan va than, va sy phan
phéi m6 gan va than. Ngay 1 tuong Ung vo6i ngay tht nhit cia giai doan didu tri. Céc
quan sat 1dm sang va trong luong co thé va sy hép thu thirc &n (trong mdi nhém) duge
ghi lai trugc va trong nghién ctru.

Mau va mé duge ldy miu va phan tich & cic thoi diem sau:

Ngay nghién ctru Thong sb
-10 L, Apo-B, OA
-5 LSB, L, Apo-B, OA
-1 RCP,L, Apo-B, PK, OA
1 Dinh licu
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8 lidu luong so bo

LSB, L, Apo-B, PK, OA

8 Dinh liéu
15 liéu lugng so bd LSB, L, Apo-B, PK, OA
15 Pinh liéu
22 liéu luong so bd LSB, L, Apo-B, PK, OA
22 Pinh liéu
29 RCP, PK, OA + mb tir thi phan chinh

36 (cac con vat phuc hoi)

LSB, L, Apo-B, PK, OA

43 (cac con vat phuc hoi)

RCP, PK, Apo-B, PK, OA

50 (céac con vat phuc hdi)

LSB, L, Apo-B, PK, OA

57 (céac con vat phuc h6i)

LSB, L, Apo-B, PK, OA

64 (cac con vét phuc hdi)

LSB, L, Apo-B, PK, OA

71 (cac con vat phuc héi)

LSB, L, Apo-B, PK, OA

78 (cac con vat phuc h6i) RCP, L, Apo-B, PK, OA + md tir thi phuc hoi

RCP: bénh hoc 14m sang thuong ngay, LSB: d an toan sinh héa gan, PK: dugc
dong hoc, OA: céc phén tich khac, L: lipit

Mau (khoang 1,0mL) dugc dua vao cac bng lithi heparin (bing cach st dung méy
phan tich sinh héa mau ADVIA 1650) phén tich natri, kali, clorua, canxi, phospho vo
co, glucoza, HDL-C, LDL-C, ure, creatinin, téng bilirubin (TBIL), téng cholesterol,
triglyxerit, phosphataza kiém (ALP), alanin aminotransferaza (ALAT), aspartat
aminotransferaza (ASAT), creatin kinaza, gamma-glutamyl transferaza (GGT), lactat
dehydrogenaza, tbng protein, albumin, ty 1& albumin/globulin.

Phan tich méau: Cac mAu mau dé phan tich ApoB dugc gom chi tir Nhém ¢6 1 dén
16 con vat (tirc 1a cac con vat dugc didu tri bang hop chét khang ApoB) vao Ngay -8, -
1, 4,8, 15, 22, 29, 36, 43 va 50. Mdu tinh mach (khoang 2mL) dugc gom tir tinh mach
thich hop trong ting con vat vao bng tach huyét thanh (Serum Separating Tube - SST)
va cho phép déng cuc trong it nhét 60 + 30 phit & nhiét d trong phong. Méau dugce ly
tam & tée d6 10000 m/s? trong 10 phit trong diu kién lam lanh (thiét 1ap dé duy tri nhiét
d6 +4°C). Huyét thanh dugc truyén vao 3 bng riéng r& va bao quan ¢ nhiét d6 -80°C cho
dén khi phan tich protein ApoB bang ELISA.

Phan tich khac: WO 2010142805 dé xuit cac phuong phap dung cho céc phan tich
sau: qPCR, phan tich ARN thong tin ApoB. Céc phén tich khéac bao gbm, phan tich
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Lp(a) huyét thanh véi ELISA (Mercodia No. 10-1106-01), phéan tich oligonucleotit md
va huyét thanh (ham lugng thudc), chiét cac mau, mau tiéu chuén va miu QC, xéc dinh
ham Iugng oligonucleotit bang ELISA.

Dugc ly dugce du dinh d6i véi oligonucleotit khdang PCSK9 1a sy gidm cholesterol
LDL bing cach giam protein PCSK9 trong hé tudn hoan (“PCSK9 huyét thanh™). Céc
phéan tir dwgc lién hgp GalNAc ching minh tinh higu qua téng cuong so v6i cac phan tir
khong duoc lién hgp khi nghién ciru ca cholesterol PCSK9 va LDL huyét thanh (Fig. 16
va Fig. 17). Fig. 16 minh hoa ring bdn miii tiém hang tuan 0,5 mg/kg/mili tiém cta SEQ
ID NO 2 khong dugc lién hgp chi c6 céc tdc dung ti thidu 1én cholesterol PCSK9 va
LDL huyét thanh, trong khi d6 thé lién hop GalNAc cua cing mdt gapme LNA (SEQ
ID 18) ¢6 tac dung lam gidm hiéu nghiém & ca cholesterol PCSK9 va LDL huyét thanh.
Cang mdt mbi tuong quan dugce ghi lai khi so sanh dit liéu d6i véi cac 1an tiém ctia SEQ
ID NO 3 va SEQ ID NO 19 (Fig. 17): chi c4c tdc dung nhé ctia phéan ti khong dugce lién
hop va su giam diéu hoa hiéu nghiém cta cholesterol PCSK9 va LDL huyét thanh bang
thé lién hop GalNAc tuong tmg (SEQ ID NO 19). Nén luu y ring céc tic dung ciia SEQ
ID 18 va 19 1én cholesterol PCSK9 va LDL huyét thanh 12 lidu phu thudc va véi thoi
gian tac dong dai, v6i cholesterol PCSK9 va LDL huyét thanh thap hon so v6i mirc do
dudng co s¢ trung binh trong it nhit bay tuan sau khi tiém 1an cubi cing (1an tiém cubi
cling vao ngdy 22, dit liéu minh hoa giai doan hdi phuc dén ngay 71).

Ham luong oligonucleotit gan va than dugc phén tich mot tudn sau 14n tiém cudi
cling, tirc 1a ngay 29 cta nghién cru. Ham luong oligonucleotit dugc phén tich bang
cach stir dung ELISA lai (chu yéu nhu duwgc md ta trong Lindholm et al, Mol Ther. 2012
Feb;20(2):376-81), bang cach stt dung SEQ ID NO 2 dé chudn bi dudng cong tiéu chuén
cho cic mau tir c4c con vat dugc diéu tri bang SEQ ID NO 2 va SEQ ID NO 18, sau khi
da dwoc kiém chig 12 khéong c6 thay dbi vé két qua néu SEQ ID NO 18 (duoc lién hop)
duoc st dung dé chuén bi dudng cong tiéu chuén. Theo cach gidng nhu vy, SEQ ID
NO 3 dugc st dung dé chuén bi dudng cong tiéu chuan dbi v6i SEQ ID NO 3 va SEQ
ID NO 19 sau khi kidm ching ring khong c6 su chénh 1éch vé két qua néu SEQ ID NO

19 dwoc st dung dé chudn bi dudng cong tiéu chuén dé phén tich ELISA céc mau nay.

Ham luong oligonucleotit trong mdé mdt tuan sau lan tiém cudi cung

Ty 16

Gan Thén
gan/than
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(ug oligonucleotit/g | (ug oligonucleotit/ g
mo udt) mo uét)
Chénh Chénh
1éch léch
Trung binh . Trung binh .
tiéu ti€u
chuin chuin
SEQ ID NO 2, 4x0,5 mg/kg 0,260 0,14 30,3 4,8 0,008
SEQ ID NO 18, 4x0,5
3,57 0,61 11,5 2,5 0,310
mg/kg
SEQ ID NO 18, 4x1,5
18,8 1,7 26,8 6,6 0,701
mg/kg
SEQ ID NO 3, 4x0,5 mg/kg 0,149 0,059 38,2 0,72 0,004
SEQ ID NO 19, 4x0,5
2,72 0,69 16,3 1,5 0,167
mg/kg
SEQ ID NO 19, 4x1,5
12,2 3,44 41,2 6,5 0,296
mg/kg

Nhu dwoc minh hoa trong bang trén déy, su lién hop ctia SEQ ID NO 2 va SEQ
ID NO 3 khién cho ty 1& gan/than d6i v6i céc phan tir dugc lién hop (SEQ ID NO 18 va
SEQ ID 19) cao hon so véi ty 1€ gan/thén dbi v6i cac phan tir khong duoc lién hop tuong
ng mot tudn sau 14n tiém cudi cing khi cac con vat dugc tiém dudi da mot lan/tudn
trong bbn tuan. Dugc néu 1a cac dAu hiéu vé sy gy doc éng da dugc thé hién véi phan
ttr khang PCSK9 khong uoc lién hop khac (nhu SEQ ID NO 1, nhu dugc minh hoa trén
Fig. 15), va dugc néu 12 gan 12 co quan dich dé diéu trj khang PCSK9, sy thay d6i voi
ty 1& gan/than cao hon dugc mong doi 1a lam 1am ting d6 an toan véi SEQ ID NO 18 va
19 duogc lién hop so véi SEQ ID NO 2 va 3 khong duoc lién hop.

Nhu duge minh hoa trén Fig. 16 va Fig. 18, SEQ ID NO 18 va 19 dugc dinh lidu
& murc d6 thich hop dugce ly. Profin héa hoc 14m sang cua cac con vat gidng nhau trong
giai doan diéu tri va pha phuc hdi thé hién 1a khong c6 sy ting thich hop vé mit 1am

sang & cc thong sO an toan ¢ gan hogc thén.
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chit bao gdbm oligome d6i nghia c6 chidu dai tir 16 dén 22 nucleotit lién k&, trong
d6 trinh tu cta oligome dbi nghfa chtra trinh tu 1ién k& c6 chidu dai 16 nucleotit c6 mirc bd
trg bang 100% dbi véi trinh tu ctia SEQ ID NO: 31, trong d6 oligome d6i nghia 12 gapme
chira it nhat mot don vi LNA, va trong d6 oligome d6i nghia nhim dich ARN théng tin ma
héa PCSKO.

2.  Hop chit theo diém 1, trong d6 LNA 1a oxy-LNA, thio-LNA, amino-5 LNA, 5'-
metyl-LNA, ENA, ¢ET, cMOE hoic su két hop cta ching.

3. Hop chét theo diém 1, trong d6 LNA 1a chat dong phan 1ap thé trong cdu hinh beta-
D hodc ciu hinh alpha-L.

4. Hop chét theo diém I, trong d6 oligome d6i nghia chtra it nhat mdt don vi cET.

5. Hop chét theo diém 1, trong d6 oligome dbi nghia chira 2, 3, 4, 5, 6 hodc 7 don vi
LNA. |

6. Hop chit theo diém 5, trong d6 ting don vi LNA trong oligome d6i nghia 1a cht
ddng phén 1ap thé trong cdu hinh gidng nhau.

7. Hop chit theo diém 5, trong d6 timg don vi LNA trong oligome d6i nghia 1a don vi
beta-D-oxy LNA hodc tirng don vi LNA trong oligome d6i nghia 14 don vi alpha-L-oxy-
LNA. |

8.  Hop chét theo diém 1, trong d6 trinh tu ctia oligome d6i nghia chira it nhét mot lién
két phosphothioat, phosphodithioat, hodc boranophosphat gitta nucleosit.

9.  Hop chét theo didm 8, trong d6 tit ca cac lién két gitta nucleosit 1a phosphothioat.

10. Hop chit theo diém 8, trong @6 mdt hodc nhiéu lién két gitta nucleosit chira tim khong

dbi xtng trong cau hinh riéng R va/hodc cau hinh riéng S.
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11. Hop chét theo diém 1, trong d6 hop chét va oligome cua SEQ ID NO:31 ¢6 thé tao
thanh chudi kép c6 d6 6n dinh nhiét tang lién quan dén chudi kép tuong g chira oligome

d6i nghia twong ung khong chira LNA.
12. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia chira:

(i) oligome d6i nghia c6 16 dén 22 nucleotit lién k&, trong d6 trinh ty cua oligome a6i
nghia chira trinh tu lidn k& ¢6 chidu dai 16 nucleotit c6 mic bd trg bang 100% véi trinh ty
cia SEQ ID NO: 31, va trong d6 oligome d6i nghia 1 gapme chta it nhét mot don vi LNA,

va

(ii) it nhat mét gbc khong c6 nucleotit hodc khong cé polynucleotit duge lién két cong
hoa tri v6i oligome dbi nghia néu trén truc tiép hodc théng qua tac nhén lién két duoc dinh

vi gitta trinh tu oligome 1ién k& va gbc khdng c6 nucleotit hodc khoéng cé polynucleotit,

trong d6 thé lién hop oligonucleotit d6i nghia nham dich ARN thong tin ma hoa
PCSKO.

13. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 12, trong d6 gbc khong c6 nucleotit
ho#c khong c6 polynucleotit 1a gbc nhim dich gan dugc gén vao dau 5’ hodc vao dau 3’

cia oligome doi nghia.

14. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 13, trong d6 gbc nhédm dich gan dugc

lign két voi oligome dbi nghia thong qua tac nhan lién két.

15. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 13, trong d6 gbc nhém dich gan chira
gbc lién hop cacbon hydrat chira cacbon hydrat dugc chon tr nhém bao gom galactoza,
lactoza, N-axetylgalactosamin (GalNAc), mannoza, mannoza-6-phosphat, va su két hop

cda chung.

16. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 15, trong d6 gdc lién hop cacbon
hydrat khdng phai 12 polyme cacbon hydrat mach thing.

17. Thé lién hop oligonucleotit dbi nghia theo diém 15, trong d6 gdc lién hop cacbon
hydrat 1 nhém cacbon hydrat chira 1 2, 3, hodc 4 gbc cacbon hydrat.
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18. Thé lién hop oligonucleotit d4i nghia theo diém 17, trong d6 gbc cacbon hydrat gibng
hét nhau hodc khong giéng hét nhau.

19. Thé lién hop oligonucleotit ddi nghia theo diém 15, trong d6 gbc lién hop cacbon
hydrat chura it nhét mot thu thé asialoglycoprotein nhim dich gbc thé lién hop.

20. Thé lién hop oligonucleotit ddi nghia theo diém 19, trong d6 thu thé
asialoglycoprotein nham dich géc thé lién hop chira nhém GalNAc hoa tri mot, héa tri hai,

hoa tri ba, hodc hoa tri bon.

21. Thé lién hop oligonucleotit ddi nghia theo diém 20, trong d6 mdi GalNAc trong nhom
GalNAc duogc gén vao nhém diém nhéanh thong qua doan dém.

22. Thé lién hop oligonucleotit dbi nghia theo diém 21, trong d6 nhém diém nhanh chira

di-lysin.

23. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 21, trong d6 doan dém chtra doan

dém PEG.

24. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 23, trong d6 tac nhan lién két chua
nhém amino alkyl co tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon hodc tic nhan lién két phosphat

nucleotit c6 thé phén téch sinh hoc chura tir 1 dén 6 nucleotit.

25. Thé lién hop oligonucleotit dbi nghia theo diém 20, trong d6 nhom GalNAc héa tri
ba chtra Conj 1, Conj 2, Conj 1a, hodc Conj 2a.

26. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém 12, trong d6 gdc khong c6 nucleotit
hoic khong ¢ polynucleotit dugc li€n két cong hoéa tri véi oligome d6i nghia thdng qua

lién két cong hoa tri.

27. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia ctia SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO:19

N
GalNAc2” \/\/\,o\?
}3 N3l AL AL TE G.CTACAAAAMCLE MecE Mol AL
HS 5 5 R > 8 8 8 3 s £ ®

$737E 8 s 8 S 30

SEQID 18
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H

N
GalNAc2” \/\/\/ R
f S SLALALTEGCT

I BONT RS

SEQID 19
trong do:
ky tu viét trén dong U ding dé chi don vi beta-D-oxy LNA,
MeC ding dé chi don vi 5-metylxytosin,
ky tu viét dudi dong s dung dé chi lién két phosphothioat gitta nucleosit,
va trong d6:

Na_
GalNAc?.f \/\/\2

12 thu thé asialoglycoprotein Conj 2a nhidm dich gdc thé lién hop

__ DM
“‘f’*’l‘ﬁ , |

Canj2a= | ‘:‘\?‘D’\"}Wd "Igﬁ“ij

HOW A { L
P £ ;:s\,j\ ¢ 1
flbiae H

va trong d6 thé lién hop oligonucleotit d6i nghia nhdm dich ARN thong tin ma héa
PCSKO.

28. Dugc phdm chira hop chét theo diém 1 va chét pha loang, chit mang, mudi, hozc t4

duoc dugc dung.

29. Duogc phdm chta thé lién hop oligonucleotit dbi nghia theo diém 12 va chét pha loang,

chit mang, mudi, hodc ta dugc dugc dung.

30. Phuong phép in vitro 1am gidm mirc biéu hién va/hoic hoat tinh cuia PCSK9 trong té

bao bao gbdm viéc st dung mot lwong hiru hi¢u ctia hop chit theo didm bat ky trong sb céc
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didm tir 1 dén 11, thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém bAt k¥ trong sb cac diém

tr 12 dén 27, hoic duoc phém theo diém 28 vao té bao.

31. Phuong phap san xuét hop chét chira oligome d6i nghia c6 chiéu dai bing tir 16 dén
26 nucleotit 1ién k&, phuong phap nay bao gbm viéc tbng hop héa hoc hop chét bing cach
sir dung phuong phép tbng hop oligonucleotit pha ran lién tiép, trong d6 trinh ty cia
oligome d6i nghia chira trinh tyr lidn k& c6 chiéu dai 16 nucleotit c6 mirc b trg bang 100%
ddi vai trinh ty cia SEQ ID NO: 31, trong d6 oligome d6i nghia 1a gapme chira it nhét mot
don vi LNA, va trong d6 oligome d6i nghia nhim dich ARN thong tin ma héa PCSKO.

32. Phuong phép san xuét thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bao gdm viéc gin cong
hoa tri it nhat mot gbc khong c6 nucleotit hodc khong c6 polynucleotit cong hoa tri vao
oligome ddi nghia c6 chidu dai tir 16 dén 26 nucleotit 1ién k& truc tiép hodc thong qua tac
nhan lién kéf duoc dinh vi gitta trinh tu oligome dbi nghia va géc khong c6 nucleotit hodc
khong c6 polynucleotit, trong d6 trinh tu cta oligome dbi nghia chira trinh tu lién ké c6
chidu dai 16 nucleotit c6 mirc bd trg bang 100% dbi véi trinh tw ciia SEQ ID NO: 31, trong
d6 oligome d6i nghia 1a gapme chira it nhit mét don vi LNA, va trong d6 thé lién hop

oligonucleotit dbi nghia nhim dich ARN thong tin ma héa PCSK9.

33. Phuong phéap theo diém 32, trong d6 viéc gén cong hoéa tri it nhét mot gbe khong co

nucleotit hoic khdng c6 polynucleotit vao oligome d6i nghia bao gdm budrc:
(i) tbng hop hoa hoc oligome d6i nghia; va,

(ii) bd sung it nhit mot gbc khdng c6 nucleotit hodc khong 6 polynucleotit vao thé

lién hop oligonucleotit d6i nghia bang phuong phap tdng hop héa hoc hogc lién hop.

34. Phuong phéap theo diém 33, trong d6 viéc bd sung it nhat mot gbc khong c6 nucleotit
hoic khong co6 polynucleotit vao thé lién hop oligonucleotit d6i nghia oligonucleotit bang

phuong phép tdng hop hoa hoc hodc lién hop bao gdm budc:

(i) dua it nhit mot gbc khong c6 nucleotit hodc khdng c6 polynucleotit vao thé lién

hop ddi nghia bang phuong phap tdng hop héa hoc hodc lién hop;
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(ii) dua it nhit mot tac nhén lién két vao thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bang

phuong phap tdng hop hoa hoc hodc lién hop;

(iii) dua it nhét mot diém nhanh vao thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bang
phuong phép tdng hop hoa hoc hodc lién hop;

(iv) dua it nhit mot doan dém vao thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bang phuong

phéap téng hop hoa hoc hogc lién hop; hodc,
(v) su két hop ctia chung.
35, Phuong phép theo diém 34, trong do:
(i) it nhAt mot téc nhan lién két duoc dat gitta oligome dbi nghia va diém nhanh;

(ii) ft nh&t mot diém nhanh dugc djt gitra tac nhan lién két va it nhat mot gbc khong

¢6 nucleotit hodc khdng c6 polynucleotit;

(iii) it nhAt mot, hai, hodc ba gbc khong phai nucleotit hodc khong phai polynucleotit

duoc gin vao diém nhanh.

(iv) it nhit mot doan dém PEG duogc dat gitra gbc khong phai nucleotit hogc khong

phai polynucleotit va diém nhanh; hoic,
(V) su két hop bét ky cta ching.

36. Hop chét theo diém bt ky trong s6 cac didm tir 1 dén 11, trong d6 oligome d6i nghia
1a san pham trung gian trong qué trinh tbng hop cuia thé 1ién hop oligonucleotit d6i nghia

chira oligome d6i nghia.

37. Phuong phép theo diém 32, trong d6 oligome d6i nghia 1a san pham trung gian trong

qua trinh tdng hop cla thé lién hop oligonucleotit d6i nghia chtra oligome d6i nghia.

38. Hop chét theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, trong d6 trinh tu ctia oligome
d6i nghia chtra hodc bao gébm SEQ ID NO: 26.

-97-



35809

39. Thé lién hop oligonucleotit dbi nghia theo diém bét ky trong sb cac diém tir 12 dén

27, trong d6 trinh tu ciia oligome d6i nghia chira hodc bao gdm SEQ ID NO: 26.

40. Dugc phdm theo diém 28, trong d6 trinh ty cua oligome d6i nghia chtra hoic bao gbm

SEQ ID NO: 26.

41. Phuong phép theo diém bat ky trong sb céc didm tir 30 dén 35, trong d6 trinh tu cua
oligome ddi nghia chita hogc bao gbm SEQ ID NO: 26.

42. Hop chét theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dn 11, trong d6 trinh ty ctia oligome
d6i nghia chita hodc bao gdbm SEQ ID NO: 2 hogc SEQ ID NO: 3.

43. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém bat ky trong sb cac diém tir 12 dén
27, trong d6 trinh ty cia oligome d6i nghia chira hogc bao gébm SEQ ID NO: 2 hoic SEQ
ID NO: 3.

44. Dugc phdm theo diém 28, trong d6 trinh tu cua oligome d6i nghia chira hoic bao gbdm

SEQ ID NO: 2 hodc SEQ ID NO: 3.

45. Phuong phap theo diém bét ky trong sb céc didm tir 30 dén 35, trong d6 trinh tu coa
oligome dbi nghia chira hodc bao gém SEQ ID NO: 2 hoac SEQ ID NO: 3.

46. Thé lién hop oligonucleotit d6i nghia theo diém bét ky trong sb cac diém tir 12 dén
27, trong d6 thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bao gdbm SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID
NO: 19.

47. Dugc phim theo diém 28, trong d6 thé lién hop oligonucleotit d6i nghia bao gdm
SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO: 19.

48. Phuong phap theo diém bét ky trong sé cac diém tir 30 dén 35, trong d6 thé lién hop
oligonucleotit d6i nghia bao gbdbm SEQ ID NO: 18 hodc SEQ ID NO: 19.
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Fig. 1 (tiép tuc)
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Fig. 3

L MecL Me~L MeL AL_3¢
5.TL GE MeCh T A CA A AACHCHCH A3
SEQID 1

S ALSALS TLSGSCSTsASCSA_SASASAsMﬁCLSMeCLstSCLSAL'3 ‘
SEQID 2

5 '-AL SA LS TLSGSCST SA SCSASASASA SC SMeCL SM€CL SZQL-3 '
SEQID 3

5 t-GLSIVICCLSTSGSTSGSTSGSASGSCSTSTSGL SGL'B‘
SEQ ID 4

i 1L , TL L =1
5.1L G-, T,G,I G, TGAGLC T, TG G"3
SEQID 5

v 1L Me~L T 7L L 21
5-TL G- MecL T G, TG, T,G,A,G,C T, T" G G"-3
SEQID 6

5.TL MeCL MeCL T G G,T C TG, T G T, T-MeCL MeCL.3'
SEQ ID 7

5L MeCL MeCL T G G T (TG T G T TMeChMeCh-3:
SEQID 8
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Fig. 4

o]

Chd'Cﬁ/ }D - 5'_Co“r!"t;]Tl'sGle\{echsTSASCs‘é&s‘b"sAsAsCsI\'IeCLsMECL&;‘L"‘L'3 ‘
HO sEQm?9

4

o]
—
Chal-Cg /

5 CAALAL THG CTACAAAAMCEMCE MECE AL3

§TET8TS

SEQ ID 10

ol

ChOI'CS// /P T Sl-COAOALSALSTLSGSCS SAscﬁAﬁAgA SASCSMECLSL@CLSAL-SP
SEQ ID 11
ol

P o0 | o
Chol-C 6/ P~ s.c A GLMCLTGTGT,GAGCTTGLG3
SEQ ID 12

ol
P
cha-cd | T 5-CATLGLCT GI,GI,GAGCII GG -3
SEQ ID 13

ot

P"“*—-.
ChoI-Ca/ I 5-C A TEGEMeCL TG, TG T GAGC,TT  GHG3'
SEQ ID 14

od

/7 TP~ L MeL Me ' L MeL Me<L_qt
Chodl-Cs / S-CQADT s OLs CLsTsGsGsTsCsTsGsTsGsTsT s C s °C--3
HO SEQID15

ot

Chol-C{ T S-CAT-MeCk MeCL T, G,G,T

.G,G,T,.C.T,G,T,GTT MMl
HO SEQID16

£ETS7STS
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Fig. 5

N
GalNAc2”
N .
he S -TE G MeCl TA CAAAACMCE MeCh AL-3
SEQ ID 17

GalNAc2”
P™>s. ALAL T G C.T A CAAAAMCLMeCL ML AL

S STSSTS sTsS sSS

SEQ ID 18

GalNAc2”
o [ 5.AL AL T G CT.A C,A A A A CMCEMeCL AL

sosi s s st s
SEQ ID 19

N
GaINAc2/
N '
5'-G- MeCL T,GT,G,TGAG,CT,TG"G-3
SEQ ID 20

5'TLGLCTGTGTGAGCTTLGLGL3'

S7STSTS"S" s s S S s S8°S

SEQ ID 21

GalNAcZ
/\5' T GE MeCL T, G TG, T,G,A,G,C,T, T- G-, G--3'
SEQ ID 22

N
GalNAc2”
™ 5L MeCL MeCL T G G,T,C,T,G,T,G T, T MeCl MeCL-3

SEQ ID 23

GaINAc2

o
HM/OH
o o
Y
oz N 3
W
N
o o

/\5 -TL MeCL MeCL T G G, T C,TG.TGT, TMCE MeCL-3'

SEQ ID 24
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Fig. 5A
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Fig. 5B
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Fig. 6
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Fig. 8

md phéng)

au

PCSK9/B-actin (% m

180
160
140
120
100
80
60
40

20

gapme khing PCSK9 dwec xép hang cong higu trong thi nghiém in vitro

-109-



35809

12/19

Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig 14
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Fig. 15
60,00
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£
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] dung dich SEQ ID SEQ ID SEQ D SEQID SEQID SEQ ID SEQ.ID SEQ D SEQID SEQ D
nuéemudi 9999 NO2 NO21 NOS5 NO20 NO4 NO19 NO3 NO17 NO1
mg/kg 40 10 40 10 40 10 40 10 40
x2 mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg meg/kg
X2 X2 X2 X2 X2 X2 X2 X2 X2
Fig. 16
PCSKO9 6 huyét twong
200
180 =6=SEQ ID NO 2, 4x 0,5 mo/kg
160 «=5==SEQ ID NO 18, 4x 0,5 mgkg

=4=SEQ ID NO 18, 4x 1,5 mg/kg

Thoi gian (nhitng ngay sau khi bﬁt diu nghién ciu)
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Fig. 16 (tiép tuc)
LDL cholesterol
-8 120 4 =¢==SEQ ID NO 2, 4x 0,5 mg/kg
o i g =g==SEQ ID NO 18, 4x 0,5 mglkg
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Fig. 17
PCSK9 & huyét twong
140 -

=4=SEQ ID NO 3, 4x 0,5 mg/kg
120 4 _ —©-SEQIDNO 19, 4x 0,5 mgkg
46 —+—SEQ IDNO 19, 4x 1,5 mgkg

mike tién liu lwgng trung binh)

PCSK9 trong hqyé't twong (phin trim ciia

fa
-10 10 30 50 70
Thoi gian (nhitng ngay sau khi bit dAu nghién ctru)
LDL cholesterol
160 ~

=¢=SEQ ID NO 3, 4x 0,5 mg/kg
=5-=SFEQ ID NO 19, 4x 0,5 mg/kg
7 =£==SEQ ID NO 19, 4x 1,5 mg/kg

liéu lugng trung binh)

LDL cholesterol (phin trim ciia mic tién

A
-10 10 30 50 70

Thoi gian (nhirng ngay sau khi bit dAu nghién ctru)
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DANH MUC TRINH TU
<110> ROCHE INNOVATION CENTER COPENHAGEN A/S
<120> Hop chit bao gdm oligome déi nghia, thé& lién hgp oligonucleotit abi
nghia, dugc phédm chtta hop chit nay, phuong phdp in vitro lam giam mac biéu

hién va/hodc hoat tinh cia proprotein convertaza subtilisin/kexin typ 9
(PCSK9), va phuong phédp san xudt hop chit va thé 1ién hop nay

<130> 1141wO0
<160> 46

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 14
<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>
<223> LNA gapme oligonucleotit adbi nghia

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(14)

<223> Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

<220>

<221> misc_ feature

<222> (1)..(3)

<223> 1LNA nucleosit, LNA C 1la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 1

tgctacaaaa ccca 14
<210> 2

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>
<223> LNA gapme oligonucleotit déi nghia

<220>
<221> misc feature
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

35809

(1)..(16)
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc_feature
(1) ..(3)
LNA nucleosit

misc feature
(13)..(1e6)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

2

aatgctacaa aaccca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

3

16

ADN
NHAN TAO

LNA gapme oligonucleotit déi nghia

misc feature
(1)..(1l6) .
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc_ feature
(1)..(3)
LNA nucleosit

misc_feature
(14)..(1l6)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

3

aatgctacaa aaccca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

4

15

ADN

NHAN TAO

LNA gapme oligonucleotit dbi nghia

misc_ feature
(1)..(15)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

35809

Cac lién két gifta phosphothiocat nucleosit

misc feature
(1)..(2)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc_feature
(14)..(15)
LNA nucleosit

4

gctgtgtgag cttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

16

ADN
NHAN TAO

LNA gapme oligonucleotit déi nghia

misc feature
(1) ..(2)
LNA nucleosit

misc_ feature
(1)..(1le) )
Cac lién két giftta phosphothioat nucleosit

misc feature
(14)..(1e)
LNA nucleosit

5

tgctgtgtga gcttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

6

16

ADN
NHAN TAO

LNA gapme oligonucleotit déi nghia

misc feature
(1)..(16) )
Céc lién két gilta phosphothioat nucleosit
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

35809

misc_feature
(1)..(3)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc_feature
(14)..(1e)
LNA nucleosit

6

tgctgtgtga gcttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

7

16

ADN
NHAN TAO

LNA gapme oligonucleotit déi nghia

misc_feature
(1)..(16)
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc feature
(1)..(3)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc_ feature
(14)..(16)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

7

tcctggtctg tgttcce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

8

16

ADN

nhan tao

LNA gapme oligonucleotit déi nghia

misc_feature
(1)..(16)
Céc lién két gitta phosphothioat nucleosit
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35809

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc feature

<222> (15)..(1l6)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 8

tcctggtcetg tgttcc 16
<210> 9

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA th& tiép hop gapme oligonucleotit dbi nghia
<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-Cé6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Cac lién k&t gitta phosphodieste nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(1le6)

<223> Céc lién két gitta phosphothiocat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(5)

<223> 1LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_ feature

<222> (14)..(1e)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 9

catgctacaa aaccca 16
<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> NHAN TAO
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<220>
<223> LNA thd& tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-Cé6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Cac lién két gitta phosphodieste nucleosit

<220>

<221> misc feature

<222> (3)..(18)

<223> Céac lién k&t gitta phosphothioat nucleosit

<220>

<221> misc_feature
<222> (3)..(5)
<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(18)

<223> ©LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 10
caaatgctac aaaaccca

<210> 11
<211> 18
<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>
<223> LNA th& tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-C6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Céc lién két gitta phosphodieste nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(18)

<223> Céc lién két gitta phosphothioat nucleosit
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<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(5)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc feature

<222> (16)..(18)

<223> 1LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 11

caaatgctac aaaaccca 18
<210> 12

<211> 17

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA thd tidp hop gapme oligonucleotit dbi nghia
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-C6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Céc lién két gitta phosphodieste nucleosit
<220>

<221> misc feature

<222> (3)..(17)

<223> Céac lién két gitta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(17)

<223> LNA nucleosit

<400> 12

cagctgtgtg agcttgg 17
<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> NHAN TAO
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

35809

LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

misc feature
(1)..(1)
Cholesterol-C6

misc_feature

(1) ..(2)
Cac lién két gitta phosphodieste nucleosit

misc_ feature
(3)..(4)
LNA nucleosit

misc_ feature
(3)..(18)
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc_ feature
(16)..(18)
LNA nucleosit

13

catgctgtgt gagcttgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

14

18

ADN
NHAN TAO

LNA th& tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

misc_feature
(1)..(1)
Cholesterol-Cé6

misc feature
(1)..(2)
Céc lién két gitta phosphodieste nucleosit

misc feature
(3)..(18)
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit
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<220>

<221> misc_ feature

<222> (3)..(5)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (16)..(18)

<223> LNA nucleosit

<400> 14

catgctgtgt gagcttgg 18
<210> 15

<211> 18

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-C6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Céc lién k&t gitta phosphodieste nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(18)

<223> Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_ feature

<222>  (3)..(5)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (1l6)..(18)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 15

catcctggtc tgtgttcc 18
<210> 16

<211> 18

<212> ADN

<213> nhén tao
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

35809

LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia

misc feature
(1) .. (1)
Cholesterol-Cé6

misc_ feature
(1)..(2)
Cac lién két gitta phosphodieste nucleosit

misc_ feature
(3)..(18) )
Cac lién két gifta phosphothioat nucleosit

misc feature

(3)..(5)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc feature
(17)..(18)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

16

catcctggtc tgtgttcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220> .

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

17

14

ADN
NHAN TAO

LNA thé& tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia

misc feature
(1)..(1)
GalNAc Conj2a

misc_feature
(1)..(14) .
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc feature

(1)..(3)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C
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<220>

<221> misc_feature

<222> (12)..(14)

<223> 1LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 17

tgctacaaaa ccca 14
<210> 18

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia
<220>

<221> misc_ feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1le6)

<223> Céc lién két gita phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(1le6)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 18 »

aatgctacaa aaccca 16
<210> 19

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>
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<221> misc feature

<222> (1)..(1le)

<223> Céac lién két gitta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(1le)

<223> 1LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 19

aatgctacaa aaccca 16
<210> 20

<211> 15

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> INA th& tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(15)

<223> Cac lién két gifta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> ©LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(15)

<223> LNA nucleosit

<400> 20

gctgtgtgag cttgg 15
<210> 21

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

-129-



35809

<223> ILNA th& tiép hop gapme oligonucleotit dbi nghia
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>

<221> misc_ feature

<222> (1)..(2)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1le6)

<223> Céc lién két gifta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_ feature

<222> (14)..(16)

<223> LNA nucleosit

<400> 21

tgctgtgtga gcttgg 16
<210> 22

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia
<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(1le6)

<223> Céc lién két gitta phosphothiocat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(1le6)

<223> LNA nucleosit

<400> 22
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tgctgtgtga gcttgg 16
<210> 23

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>

<223> LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia

<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1le)

<223> Céc lién két gitta phosphothiocat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(3)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (14)..(1le)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 23

tcctggtctg tgttcce 16
<210> 24

<211> 16

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> LNA thé tidp hop gapme oligonucleotit déi nghia
<220>

<221> misc_ feature

<222> (1)..(1)

<223> GalNAc Conj2a

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1le)

<223> Céc lién két gitta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_feature
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35809

<222> (1)..(3)
<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(1le)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 24
tcctggtctg tgttcce

<210> 25

<211> 14

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> motif trinh tu nucleobazo

<400> 25
tgctacaaaa ccca

<210> 26

<211> 16

<212> ADN
<213> NHAN TAO

<220>
<223> motif trinh tu nucleobazo

<400> 26
aatgctacaa aaccca

<210> 27

<211> 15

<212> ADN
<213> NHAN TAO

<220>
<223> motif trinh ty nucleobazo

<400> 27
gctgtgtgag cttgg

<210> 28

<211> 16

<212> ADN
<213> NHAN TAO

<220>
<223> motif trinh tu nucleobazo

<400> 28
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tgctgtgtga gcttgg 16
<210> 29

<211> 16

<212> ADN

<213> NHAN TAO

<220>
<223> motif trinh tu nucleobazo

<400> 29

tcctggtctg tgttcce 16
<210> 30

<211> 14

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 30

uggguuuugu agca 14
<210> 31

<211> 16

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 31

uggguuuugu agcauu 16
<210> 32

<211> 15

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 32

ccaagcucac acagc 15
<210> 33

<211> 16

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 33
ccaagcucac acagca 16
<210> 34
<211> 16

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 34
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ggaacacaga ccagga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

35

16

ADN

nhdn tao

LNA thé& tiép

misc_feature
(1)..(3)
Cac lién ket

misc feature
(1).. (1)
Thé tiép hop

misc feature
(4)..(16)
Cac lién ket

misc feature
(4)..(5)

LNA nucleosit,

misc feature
(14)..(1le)

LNA nucleosit,

35

tcagcattgg tattca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

36

15

ADN

nhén tao

LNA thé tiép

misc feature
(1)..(2) )
Cac lién két

misc feature

35809

16

hop gapme oligonucleotit dbéi nghia

gitta phosphodieste nucleosit

FAM

gitta phosphothioat nucleosit

LNA C 1la 5-metyl C

INA C la 5-metyl C

16

hop gapme oligonucleotit dbéi nghia

gitta phosphodieste nucleosit
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

(l)..(})
Thé& tiép hop

misc_feature
(3)..(15) )
Cac lién ket

misc_feature
(3)..(4)

35809

FAM

gitta phosphothioat nucleosit

LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc_feature
(13)..(15)

LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

36

cagcattggt attca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

37

14

ADN

nhan tao

LNA thé& tiép

misc_feature
(1)..(1)
Cac lién két

misc feature
(1)..(1)
Thé tiép hop

misc feature
(2)..(14)
Cac lién ket

misc_feature
(2)..(3)

hop gapme oligonucleotit dbi nghia

gitta phosphodieste nucleosit

FAM

gifta phosphothioat nucleosit

LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc_feature
(12)..(14)

LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

37
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agcattggta ttca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

38

16

ADN

nhan tao

LNA thd tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

misc_feature
(1)..(3) .
Cac lién ké&t gifta phosphodieste nucleosit

misc_ feature
(1).. (1)
Thé tiép hop FAM

misc feature
(4)..(16) )
Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc_feature
(4)..(5)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

misc_feature
(14)..(1lo)
LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

38

gacgcattgg tattca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

39

13

ADN

nhan tao

LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

misc feature
(1)..(13) .
Céc lién két gitta phosphothioat nucleosit

misc_ feature
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35809

<222> (1)..(2)
<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<220>
<221> misc feature
<222> (1)..(1)

<223> Thé& tiép hop FAM

<220>
<221> misc_ feature
<222> (11)..(13)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 39
gcattggtat tca

<210> 40
<211> 13
<212> ADN

<213> nhén tao

<220>
<223> LNA gapme oligonucleotit déi nghia

<220>

<221> misc_feature

<222>  (1)..(13)

<223> Cac lién két gitta phosphothioat nucleosit

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2)
<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(13)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 40
gtctgtggaa gcg

<210> 41

<211> 13

<212> ADN
<213> nhén tao

<220>
<223> LNA thé tiép hop gapme oligonucleotit déi nghia

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
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<223> Cholesterol-Cé6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(13)

<223> Céac lién két gitta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(2)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(13)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 41

gtctgtggaa gcg 13
<210> 42

<211> 15

<212> ADN

<213> nhéan tao

<220>

<223> LNA th& tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia
<220>

<221> misc feature

<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-Cé6

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2)

<223> Cac lién két gifta phosphodieste nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_ feature

<222> (3)..(15)

<223> Céc lién két gitta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_ feature

<222> (13)..(15)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 42

cagtctgtgg aagcg 15
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<210> 43

<211> 15

<212> ADN

<213> nhén tao

<220>

<223> LNA th& tiép hop gapme oligonucleotit dbéi nghia
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Cholesterol-Cé6

<220>

<221> misc_ feature

<222> (1)..(2)

<223> Céc lién két giftta phosphodieste nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(4)

<223> LNA nucleosit

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(15)

<223> Céc lién két giftta phosphothioat nucleosit
<220>

<221> misc_feature

<222> (13)..(15)

<223> LNA nucleosit, LNA C la 5-metyl C

<400> 43

ctgtctgtgg aagcg 15
<210> 44

<211> 13

<212> ADN

<213> nhéan tao

<220>

<223> motif trinh tuy nucleobazo

<400> 44

gtctgtggaa gcg 13
<210> 45

<211> 13

<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<400> 45
cgcuuccaca

<210> 46
<211>
<212>
<213>

ADN

<400> 4o
gtccgatggg

gaaggtttcc
cagggtctga
cgtcgttgca
ctgctcctga
gcgtggaccyg
tcatgggcac
tgctgctcct
agctggtgcet
ccacagccac
tggtgctgaa
cccaggctgce
ctggcttect
tcgactacat
ggattacccc
tggaggtgta
tcatggtcac
ccagcaagtg
gcgtggccaa
cggttagcgg
tggggccact
cctgccagceg
acgatgcctg

atgcccaaga

3731

gac

homo sapiens

gctctggtygg
gcagcgacgt
gcctggagga
gcagcggctc
acttcagctc
cgcacggcect
cgtcagctcc
gggtcccgeg
agccttgegt
cttccaccgc
ggaggagacc
ccgeegggga
ggtgaagatg
cgaggaggac
tccacggtac
tctcctagac
cgacttcgag
tgacagtcat
gggtgccagce
caccctcata
ggtggtgctg
cctggcgagyg
cctctactcc

ccagccggtyg
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cgtgatctgc
cgaggcgctce
gtgagccagg
ccagctccca
ctgcacagtc
ctaggtctcc
aggcggtcct
ggcgececgtyg
tccgaggagg
tgcgccaagg
cacctctcgc
tacctcacca
agtggcgacc
tcctctgtcet
cgggcggatg
accagcatac
aatgtgcccg
ggcacccacc
atgcgcagcc
ggcctggagt
ctgccectgg
gctggggtcg
ccagcctcag

accctgggga

gcgccccagg
atggttgcag
cagtgagact
gccaggattc
ctccccaccg
tcgccaggac
ggtggccget
cgcaggagga
acggcctggce
atccgtggag
agtcagagcg
agatcctgca
tgctggagcet
ttgcccagag
aataccagcc
agagtgacca
aggaggacgg
tggcaggggt
tgcgcgtgcet
ttattcggaa
cgggtgggta
tgctggtcac
ctcccgaggt

ctttggggac
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cgtcaagcac
gcgggcgcecg
ggctcgggcg
cgcgcgecce
caaggctcaa
agcaacctct
gccactgctg
cgaggacggc
cgaagcaccc
gttgcctgge
cactgcccgce
tgtcttccat
ggccttgaag
catcccgtgg
ccccgacgga
ccgggaaatc
gacccgctte
ggtcagcggc
caactgccaa
aagccagctg
cagccgcgte
cgctgccggce
catcacagtt

caactttggc

ccacacccta
ccgttcagtt
ggccgggacg
ttcacgcgcc
ggcgecgecg
cccectggcecce
ctgctgctgce
gactacgagg
gagcacggaa
acctacgtgg
cgcctgcagg
ggccttctte
ttgccccatg
aacctggagc
ggcagcctgg
gagggcaggg
cacagacagg
cgggatgcceg
gggaagggca
gtccagcctg
ctcaacgccg
aacttccggg

ggggccacca

cgctgtgtgg

13

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



acctctttgce
tgtcacagag
tgtctgccga
ccaaagatgt
tggtggccgc
tatggtcagc
atgaggagct
tggaggccca
tctacgccat
caccagctga
caggctgcag
ggccacgagg
gctgccatge
agcaggtgac
ggacctccca
acgtcagcac
ggagccggca
gtgtctgggg
ctcagccctce
ggcctggecc
tccccaggtyg
caggtcgagc
aatgactttt
gaggcaggat
gttggggggt
ccctgggggce
ggagacaggt

tctgctctat

cccaggggag

tgggacatca
gccggagctce
catcaatgag
cctgcccccce
acactcgggg
gctgagctgc
agggggcaag
tgccaggtgce
ggccagcatg
ctcccactgg
tcagcccaac
cccaggtctg
cgtggcctgce
cgtcctgggyg
tacaggcagc
cctggcgecag
agggtcaagg
catggcctgg
ttgagtgggg
gaggtgccag
tgtgctcggg
attgagctct
tcttcccatg
gagtgtgaaa
tccctgatta
gcgcccctgg

gccaggctgt

35809

gacatcattg
caggctgctg
accctggccg
gcctggttcc
agcacccatg
cctacacgga
tccagtttct
ctggtctgcc
tgcctgctac
gggacccgtg
gaggtggagg
cagtgcgtgg
gaatgcaaag
gaggagggct
gcctacgceccg
accagcgaag
gcctcccagg
gctggggctg
cacgagggga
cagcctcctt
gaagctccct
tgctgccagce
tgttcecgtge
gataggggag
ggtgctgatg
atggaggctt
tggtcacagg

gctagcaaca

gtgcctccag
cccacgtggc
agttgaggca
ctgaggacca
gggcaggttg
tggccacagc
ccaggagtgg
gggcccacaa
cccaggccaa
tccactgcca
accttggcac
gccacaggga
tcaaggagca
ggaccctgac
tagacaacac
gggccgtgac
agctccagtg
agctttaaaa
tggggatgct
gcctggaact
ccctcactgt
tgctcccaat
caggcattca
ggggcggtag
gccctcatct
agctttctgg
ctgtgccttg

cccaaaggtg
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cgactgcagc
tggcattgca
gagactgatc
gcgggtactg
gcagctgttt
cgtcgccecgce
gaagcggcgg
cgcttttggg
ctgcagcgtc
ccaacagggc
ccacaagccg
ggccagcatc
tggaatcccg
tggctgcagt
gtgtgtagtc
agccgttgcece
acagccccat
tggttccgac
tccgcecttte
cactcactct
ggggcatttc
gtgccgatgt
atcctcaggt
gggctgcagg
ccagctaact
atggcatcta

gtttcctgag

gcctgcgggyg

acctgctttg
gccatgatgc
cacttctctg
acccccaacc
tgcaggactg
tgcgccccag
ggcgagcgca
ggtgagggtyg
cacacagctc
cacgtcctca
cctgtgctga
cacgcttecct
gcccctecagg
gccctcectg
aggagccggg
atctgctgcc
cccaggatgg
ttgtccctcect
cggggctgcet
gggtgcctcecce
accattcaaa
ccgtgggcag
ctccaccaag
gacaaacatc
gtggagaagce
gccagaggcet
ccacctttac

agccatcacc

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



taggactgac
cccggcaggyg
ggcgtgecetg
tgaagccaag
aggctgggaa
aggcatggaa
ctaaggcatg
aagcaagcag
ttctagacct
tattaatatg

aaaaaaaaaa

tcggcagtgt
tacacattcg
ccaagctcac
cctcttctta
ggggaacaca
ctttttcegt
gtcgggggag
acatttatct
gttttgcttt
gtgacttttt

a
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gcagtggtgc
cacccctact
acagcaggaa
cttcacccgg
gaccaggaag
tatcacccag
agggccaaca
tttgggtctg
tgtaacttga

aaaataaaaa

atgcactgtc
tcacagagga
ctgagccaga
ctgggctcct
ctcggtgagt
gcctgattca
actgtccctc
tcectctetgt
agatatttat

caaacCaaacg
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tcagccaacc
agaaacctgg
aacgcagatt
catttttacg
gatggcagaa
ctggcctggc
cttgagcacc
tgccttttta
tctgggtttt

ttgtcctaac

cgctccacta
aaccagaggg
gggctggcetc
ggtaacagtg
cgatgcctgce
ggagatgctt
agccccaccce
cagccaactt
gtagcatttt

aaaaaaaaaa

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3731





