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Yelocidade relativ

A  invencdao diz respeito a oligonucledtidos
contendo segmentos alternativos de nucledsidos com aguUcares

modificados e 2 -deoxinucledtidos, bem como as suas

utilizacdes. A invencao diz também respeito a
oligonucledtidos contendo segmentos alternantes de
nucledétidos com os agcucares modificados e 2 -

deoxinucledtidos, bem como a utilizacdes destes. Incluem-se
nessas utilizacgbdes a preparacgao de oligonucledétidos de
sentido reverso e a sua utilizacao para impedir ou para
esvaziar as fungdes do Aacido nucleico de interesse, tal
como um ARN, num sistema. Um oligonucledtido da invencao €
portanto util em métodos e para utilizacdes terapéuticas e
analiticas e diagndsticas bem como a titulo de componentes
de composigdes e de embalagens comerciails correspondentes a

tais métodos e utilizacdes.



DESCRICAO

"OLIGONUCLEOTIDOS INCLUINDO SEGMENTOS ALTERNANTES E AS SUAS

UTILIZAGOES"

DOMINIO DA INVENGAO

A invencdo diz respeito a oligonucledsidos e a
oligonucledétidos bem como as suas utilizacgdes, e em
especial diz respeito a oligonucledsidos e a

oligonucledétidos modificados e as suas utilizacdes.

ESTADO DOS CONHECIMENTOS

Os oligonucledtidos sdo utilizados para uma Série
de aplicacdes biotecnoldbdgicas, com base na sua capacidade
para conferir especificidade, atenta a composicdo da sua
sequéncia. Atenta, por exemplo, a sua capacidade para serem
designados para alvejar uma molécula que codifique para uma
proteina, tal <como ARN, uma utilizacdo especifica de

oligonucledtidos € na tecnologia de sentido reverso.

Oligonucleétidos de sentido reverso (AON)

Uma vez que o substrato natural da ARNase H é& um
heteroduplex de ADN/ARN, tem sido wutilizado ADN para a
tecnologia de sentido reverso. No entanto, como  as
nucleases do soro e intracelulares degradam rapidamente os

AON com ligacdes fosfodiéster (PDE), os AON constituidos



por ADN-PDE tém uma utilidade limitada nestes sistemas. Os
ADN com ligacdes fosforotiocato (AND-PS) podem induzir a
degradacédo por ARNase H do ARN alvo, e s&o resistentes a
degradacdo por nucleases do soro e celulares, mas no
entanto, formam duplexes mais fracos com o ARN alvo, em

comparacao com o ADN-PDE.

ARNase H

A ARNase H degrada selectivamente a cadeia de ARN
de um heteroduplex de ADN/ARN (Hausen, P.; Stein, H. Eur.
J. Biochem. 1970, 14, 279). Estudos com extractos de
células eucariotas contendo ARNase H sugerem que os enzimas
de procariotas e de eucariotas exibem propriedades de
clivagem de ARN semelhantes (Monia et al. J. Biol. Chem.
1993, 268, 14514; Crooke et al. Biochem J. 1995, 312, 599;
Lima, W.F.; Crooke, S.T. Biochemistry 1997, 36, 390). Cré-
se que a ARNase Hl de E. coli se ligue a ranhura menor da
hélice dupla do ADN/ARN e clive o ARN por actividades tanto
de endonuclease como de exonuclease progressiva 3'-para-5'
(Nakamura, H. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88,
11535; Fedoroff, 0.Y. et al., J. Mol. Biol. 1993, 233,
509). A eficiéncia da degradacdo pela ARNase H evidencia
uma dependéncia minima da sequéncia e, tal como se menciona
acima, ¢é Dbastante sensivel a alteragdes qguimicas no

oligonucledétido de sentido reverso.

Existe portanto uma necessidade de
oligonucledtidos melhorados, para fazer face a uma ou mais

das limitacdes gue se anotaram acima.



No WO 99/67.378 descrevem-se oligonucledtidos com
modificacdes uniformes do aculcar construidos a partir de
arabinonucledétidos ou residuos modificados de

arabinonucledétidos.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAO

De acordo com um primeiro aspecto, a invencéo
proporciona um oligonucledsido que inclua um primeiro e um
segundo segmentos alternantes, em que o primeiro segmento
inclua pelo menos um arabinonucledésido, e em que o segundo
segmento inclua pelo menos um 2'-desoxiribonucledsido. O
oligonucledsido inclui pelo menos 2 de cada um dos primeiro
e segundo segmentos incluindo portanto pelos menos 4

segmentos alternantes.

Numa concretizacdo, o oligonucledsido inclui uma
ligacdo internuclebésidos que inclui um fosfato, sendo
portanto um oligonucledtido. Em concretizacbes 0s
arabinonucledbésidos e/ou 2'-desoxi-ribonuclebdésidos incluem
um fosfato, sendo portanto nucledtidos e/ou 2'-desoxi-

ribonucledtidos com modificacdes do aclcar.

Numa concretizac¢do, a i1invengdo proporciona um
oligonucledétido que inclui segmentos ou unidades alterantes
de arabinonucledtidos e 2'-desoxi-ribonucledtidos, em que
os referidos segmentos ou unidades incluem cada um deles
independentemente pelo menos um arabinonucledbdétido ou um 2'-
desoxi-ribonucledtido, respectivamente. Numa concretizacéo,

o oligonucledétido inclui pelo menos 2 segmentos de



arabinonucledétido e 2 segmentos de 2'-desoxi-
ribonucledétido, contendo portanto pelo menos 4 das unidades

alternantes.

Numa concretizacdo, o0s arabino-oligonucledbtidos

sdo capazes de adoptar uma conformacdo semelhante a do ADN.

Numa concretizacdo, os segmentos incluem cada um
deles entre cerca de 1 e cerca de 6 arabinonucledbdtidos ou
2'-desoxi-ribonucledtidos. Noutras concretizacdes
adicionais, os segmentos incluem independentemente entre
cerca de 2 e cerca de 5 ou entre cerca de 3 e cerca de 4
arabinonucledétidos ou 2'-desoxi-ribonucledétidos. Numa
concretizacdo adicional, os segmentos incluem, cada um
deles independentemente cerca de 3 arabinonucledtidos ou

2'-desoxi-ribonucledtidos.

Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado
acima tem uma estrutura seleccionada de entre o conjunto

constituido por:

a)

(Ax-Dy)n I
b)

(Dy-Ax)n II
c)

(Ax-Dy)m-Ax-Dy-Ax I1T
d)

(Dy-Ax)m-Dy-Ax-Dy Iv



em que <cada um de entre m, X e 'y seja
independentemente um inteiro maior ou igual a 1, n seja um
inteiro maior ou igual a 2, A seja um arabinonucledétido e D

seja um 2'-desoxi-ribonucledtido.

Numa concretizacéao, o) arabinonucledtido
mencionado acima inclui um substituinte 2' seleccionado de
entre o conjunto constituido pelos grupos fluoro,
hidroxilo, amino, ciano, azido, -CH=CH;, -C=CH, alquilo,
alquilo funcionalizado, alcoxilo e alcoxilo funcionalizado.
Numa concretizacdo, o grupo algquilo é um grupo alquilo
inferior. Numa concretizacdo, o grupo alquilo inferior ¢é
seleccionado de entre o conjunto constituido pelos grupos
metilo, etilo e propilo. Numa concretizacdo, o0 grupo
alquilo funcionalizado é seleccionado de entre o conjunto
constituido pelos grupos metilamino, etilamino e
propilamino. Numa concretizacdo, 0 grupo metoxilo é
seleccionado de entre o conjunto constituido pelos grupos
metiloxilo, etoxilo e propoxilo. Numa concretizacdo, O
grupo alcoxilo funcionalizado é -0(CH;),-R, em que g=2, 3
ou 4 e -R é seleccionado de entre o conjunto constituido

pelos grupos -NH,, -0OCHj;, e -OCHyCHs.

Numa concretizacdo, o substituinte em 2' é fluoro
e 0 arabinonucledétido é um 2'-fluoroarabinonucledtido (2'F-
ANA; também conhecido sob a designacdo abreviada de

"FANA") .



Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado

acima inclui uma ou mais ligacdes internucleétido

seleccionadas de entre o conjunto constituido por:

a) fosfodiéster;

b) fosfotriéster;

c) fosforotioato;

d) fosforoditioato;

e) Rp-fosforotiocato;

f) Sp-fosforotioato;

g) boranofosfato;

h) 3'-tioformacetal

i) metileno(metilimino) ;

Jj) amida;

k) metilfosfonato;

1) fosforamidato (5'P-N3'); e

m) qualquer combinacdo de (a) a (1).



Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado
acima é constituido por cerca de 30 ou menos nucledtidos,
numa concretizacdo adicional, por entre cerca de 8 e cerca
de 25 nuclebdtidos, numa outra concretizacdo ainda, por

cerca de 18 nucledtidos.

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado
acima tem a estrutura I na qual x=1, y=1 e n=9,

apresentando portanto a estrutura:

A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D.

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado
acima tem a estrutura II na qual x=1, vy=1 e n=9,

apresentando portanto a estrutura:

D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A.

Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado
acima tem a estrutura III na qual x=2, y=2 e m=3,

apresentando portanto a estrutura:

A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A.

Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado
acima tem a estrutura IV na qual x=2, y=2 e m=3,

apresentando portanto a estrutura:

D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D.



Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado
acima tem a estrutura I na qual x=3, y=3 e n=3,

apresentando portanto a estrutura:

A-A-A-D-D-D-A-A-A-D-D-D-A-A-A-D-D-D.

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado
acima tem a estrutura II x=3, y=3 e n=3, apresentando

portanto a estrutura:

D-D-D-A-A-A-D-D-D-A-A-A-D-D-D-A-A-A.

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado
acima tem a estrutura III na qual x=4, y=3 e m=l,

apresentando portanto a estrutura:

A-A-A-A-D-D-D-A-A-A-A-D-D-D-A-A-A-A.

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado
acima tem a estrutura IV na gqual x=4, vy=3 e m=l,

apresentando portanto a estrutura:

D-D-D-D-A-A-A-D-D-D-D-A-A-A-D-D-D-D.

Numa concretizacdo, o oligonucledétido mencionado
contém ainda um terceiro segmento gue inclui um nucledsido
modificado, em que o terceiro segmento referido seja
adjacente a (a) a extremidade 5' dos referidos primeiro e

segundo segmentos alternantes, (b) a extremidade 3' dos



referidos primeiro e segundo segmentos alternantes, ou (c)

tanto (a) como (b).

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado
contém ainda um terceiro segmento gque inclui um nucledtido
modificado, a) a extremidade 5' dos referidos primeiro e
segundo segmentos alternantes, (b) a extremidade 3' dos

referidos primeiro e segundo segmentos alternantes, ou (c)

tanto (a) como (b). Numa concretizacdo, o nucledtido
modificado é um ribonucledtido modificado. Numa
concretizacéo, o ribonucledétido modificado inclui uma
modificacdo na sua posicdo 2'. Numa concretizacdo, a

modificacdo em 2' ¢é seleccionada de entre o conjunto
constituido pelos grupos metoxilo, metoxietilo, fluoro e

propilamino.

Numa concretizacdo, o oligonucledtido mencionado

acima é de sentido reverso em relacdo a um ARN alvo.

A invencdo proporciona também um método de se
impedir ou se diminuir a translacdo, a transcrigcdo reversa
e/ou a replicacdo de um ARN alvo num sistema, incluindo o
método referido levar-se o ARN referido com 0
oligonucledétido mencionado acima. Numa concretizacdo, ©
sistema é seleccionado de entre o conjunto constituido por
uma célula, um tecido ou um sujeito. Numa concretizacdo, a
célula, o tecido ou o sujeito s&d&o uma célula, um tecido ou
um sujeito mamiferos, numa concretizacdo suplementar, serédo

uma célula, um tecido ou um sujeito humanos.



A invencdo proporciona ainda um método de se
induzir uma clivagem mediada por uma ARNase H, de um ARN
alvo, num sistema, incluindo este método levar-se o ARN
alvo a um contacto com o oligonucledétido mencionado acima.
Numa concretizacdo, a clivagem mediada por ARNase H +e
levada a cabo pela actividade de ARNase H associada com uma
transcriptase reversa de um virus. Numa concretizacdo, o
virus ¢é um virus patogénico humano, numa concretizacédo
suplementar, o virus ¢ seleccionado de entre o conjunto
constituido por HIV (por exemplo HIV-1 e HIV-2) e
hepadnavirus (por exemplo o virus da hepatite B). Numa
concretizacdo, a clivagem mediada por ARNase H & levada a
cabo por uma actividade de ARNase H associada com um enzima
ARNase H com origem procaridética ou eucaridtica. Numa
concretizacdo, a ARNase H eucaridtica é uma ARNase H de
mamiferos, e numa concretizacdo suplementar, uma ARNase H

humana (por exemplo ARNase H1 e ARNase H2).

A invencdo proporciona também um método de
impedir ou de diminuir a translacdo, a transcricgdo reversa
e/ou a replicacdo de um ARN alvo num sistema, e/ou para se
detectar a presenca de um ARN alvo num sistema e/ou para se
validar um gene alvo num sistema, incluindo o método

referido:

a) se fazer contactar O ARN alvo com o

oligonucledétido mencionado acima; e

b) se permitir a clivagem do ARN alvo por

parte do ARNase H.



A invencdo proporciona também levar-se a cabo um

processo seleccionado de entre o conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo;

(b) se impedir ou se diminuir a translacido de

um ARN alvo;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricgédo

reversa de um ARN alvo;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacdo de

um ARN alvo;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo; e

(g) qualquer combinacdo de (a) a (f);

incluindo o método referido levar-se o referido
ARN alvo ao contacto com o oligonucledétido mencionado

acima.

A invencdo proporciona também um método de levar
a cabo um processo seleccionado de entre o conjunto

constituido por:



(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo;

(b) se impedir ou se diminuir a translacido de

um ARN alvo;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricgédo

reversa de um ARN alvo;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacido de

um ARN alvo;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo; e

(g) qualquer combinacdo de (a) a (f);

incluindo o método referido introduzir-se o

oligonucledétido no sistema referido.

A invencdo diz ainda respeito a utilizacdo do
oligonucledétido mencionado acima para uma utilizacéo
medicamentosa ou em investigacdo. Nas concretizacdes, a
utilizacdo medicamentosa ou de investigacdo é seleccionada

de entre o conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo num sistema;



(b) se impedir ou se diminuir a translacdo de

um ARN alvo num sistema;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricédo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacido de

um ARN alvo num sistema;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo num sistema;

(g) se impedir ou tratar uma doenca

relacionada com um ARN alvo num sistema; e

(h) gqualquer combinacdo de (a) a (g).

invencdo proporciona também a utilizacdo do

oligonucledétido acima mencionado para a preparacdo de um

medicamento.

Numa concretizacdo o medicamento destina-se a

uma utilizacdo seleccionada de entre o conjunto constituido

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo num sistema;



(b) se impedir ou se diminuir a translacdo de

um ARN alvo num sistema;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricédo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacido de

um ARN alvo num sistema;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo num sistema;

(g) se impedir ou tratar uma doenca

relacionada com um ARN alvo num sistema; e

(h) qualguer combinacdo de (a) a (g).

A invencdo proporciona ainda uma composicédo
incluindo o oligonucledétido mencionado acima misturado com
um veiculo aceitdvel do ponto de vista farmacéutico. Numa
concretizacéo, a composicdo destina a uma utilizacédo

seleccionada de entre o conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo num sistema;



(b) se impedir ou se diminuir a translacdo de

um ARN alvo num sistema;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricédo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacido de

um ARN alvo num sistema;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo num sistema;

(g) se impedir ou tratar uma doenca

relacionada com um ARN alvo num sistema; e

(h) qualguer combinacdo de (a) a (g).

A invencdo proporciona ainda uma embalagem
comercial incluindo o oligonucledétido mencionado acima em
conjunto com instrugcdes para a sua utilizacdo. Numa
concretizacdo, as instrucdes destinam-se a uma utilizacéo

seleccionada de entre o conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo num sistema;



(b) se impedir ou se diminuir a translacdo de

um ARN alvo num sistema;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricédo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacido de

um ARN alvo num sistema;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo num sistema;

(g) se impedir ou tratar uma doenca

relacionada com um ARN alvo num sistema; e

(h) gqualquer combinacdo de (a) a (g).

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1. Estrutura de exemplos de determinadas
componentes de nucledtido utilizadas em oligonucledtidos de

sentido reverso (AON).

Figura 2. Clivagem mediada por ARNase HII humana,
de um duplex de ARN com diversos oligonucledétidos de acordo
com determinadas concretizacdes da invencdo. (A). Anédlise

por electroforese dos produtos de degradacdo de ARN alvo



marcado com °‘P. Incubaram-se oS duplexes de AON com ARN
5'-[*?P] com ARNase HII humana, a temperatura ambiente, e
tomaram-se aliquotas aos O, 5, 10, e 20 minutos,

submeteram-se a electroforese e visualizaram-se os produtos

de reaccdo por auto-radiografia. (B). Alvo residual de
comprimento inteiro 5'-[%2P] em funcéo do periodo
reaccional. Os dados foram obtidos por analise

densitométrica do auto-radiograma ilustrado em A.

Figura 3. Capacidade dos diversos AON listados na
Tabela 1, de acordo com determinadas concretizacdes da
invencdo, para originarem a degradacdo por ARNase H do ARN
alvo. Incubaram-se os duplexes de AON com ARN 5'-[**P] com
ARNase HII humana (barras negras) ou com ARNase HI de E.
coli (barras ensombradas) durante 10 minutos a temperatura
ambiente, e depois resolveram-se as misturas reaccionais
por electroforese, visualizou-se por auto-radiografia, e
quantificou-se por densitometria a perda de ARN intacto.
Normalizaram-se os valores aos encontrados para o AON 2 de

2'F-ANA como 100 %.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

A  invencdo diz respeito a oligonucledbsidos
incluindo segmentos alternantes ("altimeros") de
arabinonucleésidos e de 2'-desoxi-ribonucledsidos. Numa
concretizacdo, o oligonucledésido ou os nucledsidos inclui
um fosfato, sendo portanto respectivamente um

oligonucledétido ou nucledtidos.



Numa concretizacdo, estes "altimeros" incluem
segmentos alterantes, de arabinonucledtidos (ANA) tais como
o 2'"F-ANA (ou FANA) e ADN. "Arabinonucledétido", tal como se
utiliza neste documento, refere-se a um nucledtido

incluindo um acgucar arabinofuranose.

Os resultados apresentados neste documento
incluem estudos de (1) a afinidade de ligacdo do
oligonucledétido ao ARN alvo e (2) a capacidade do
oligonucledtido para originar a clivagem por uma ARNase H
de um ARN alvo. Avaliaram-se tanto “altimeros” ligados por
fosfodiéster como por fosfoditioato nos resultados

descritos neste documento.

A invencéao relaciona-se portanto com
oligonucledtidos modificados que s&o utilizados em
concretizacdes para 1impedir selectivamente a expressdo
genética de uma forma que seja especifica da sequéncia.
Numa concretizacdo, a invencdo diz respeito a inibicéo
selectiva da biossintese de proteinas por uma estratégia de
sentido reverso utilizando pequenas cadeias constituidas
por segmentos alternantes ou por unidades de 4cidos
nucleicos cujos acucares foram modificados (por exemplo
4dcidos arabinonucleicos [por exemplo FANA]), e ADN. Cada
segmento ou unidade pode conter um ou mais nucledtidos. Em
concretizacgcbes a invencdo diz respeito a utilizacdo de
oligonucledétidos modificados incluindo unidades alternantes
de A&cidos nucleicos com 0s seus acucares modificados, e
ADN, para se hibridizar ao seu complemento (numa

concretizacdo, ao seu complemento exacto) de ARN, tal como



ARN mensageiro celular, ARN viral, etc. Numa concretizacéo
complementar, a invencdo diz respeito a utilizacdo de tais
oligonucledétidos modificados para se hibridizarem a e
induzir a clivagem de ARN complementar, pela

activacdo/inducdo da actividade de ARNase H.

Numa concretizacdo, a invencdo diz respeito a um
oligonucledtido de sentido reverso (AON) , guimeras
construidas a partir de arabinonucledbdétidos e 2'-desoxi-
ribonucledtidos, que em determinadas concretizacdes séo
modificadas, que sdo capazes de formar um duplex com uma
sequéncia alvo de ARN. Numa concretizacdo, os duplexes
resultantes AON/ARN sdo substratos para a ARNase H, um
enzima que reconhece um tal duplex e degrada a porcdo de
ARN alvo. A clivagem de alvos de ARN mediada por ARNase H é
considerada como sendo um mecanismo principal de accdo dos

oligonucledétidos de sentido reverso.

A  invencdo presente diz respeito ao facto
inesperado e surpreendente de que as gquimeras de sentido
reverso construidas com unidades ou segmentos alternantes
de arabinonucledétidos tais como ANA modificado (tal como
2'-desoxi-2'-fluoro-p-D-arabinonucledétidos [FANA]), e 2'-
desoxi-ribonucledétidos (DNA), contendo cada unidade um ou
mais desses residuos, sdo superiores para originar uma
actividade de ARNase H (por exemplo ARNase H eucaridtica)
in vitro em comparacdo com (a) a estrutura de ADN nativa, e
(b) oligbmeros FANA uniformemente modificados. De forma
semelhante, a invencdo presente mostra que a competéncia da

ARNase H para os oligodesoxinucledétidos (tais como o ADN)



pode ser melhorada inserindo residuos desses nucledtidos
com acucares modificados (por exemplo arabinonucledtidos
[por exemplo FANA]) na cadeia de oligonucledtido. Os
oligonucledtidos da invencéo, contendo unidades ou
segmentos alternantes de arabinonucledtido e desoxi-
ribonucledétido s&o portanto Uteis como agentes terapéuticos
e/ou ferramentas para o estudo e o controlo da expressio
especifica de genes em células e em organismos, por exemplo
para uma série de utilizacdes medicinais e de investigacéo.
Os oligonucledétidos da invencdo também s&do Uteis para
métodos de diagndéstico e de deteccdo para identificar a
presenca de um determinado &cido nucleico, com base na sua

capacidade de alvejar o acido nucleico.

"Nucledbdsido com o) actucar modificado" ou
"nucledtido com o aclucar modificado" tal como se utilizam
neste documento, referem respectivamente um nucledsido ou
um nucledétido, que apresenta um aclcar cuja estrutura esta
modificada ou ¢ diferente gquando se compara com a espécie
aclcar, respectivamente de um desoxi-ribonucledsido ou de
um desoxi-ribonucledétido, ou de um ribonucledsido ou um
ribonucledétido. Incluem-se nessas modificacdes sem que elas
a estas se limitem, alteracbes de conformacdo do anel do
aclucar, substituicdo ou adicdo de diferentes estruturas
anelares, e a modificacédo (substituicdo, delecdo ou adicéo)
de qguaisquer substituintes anelares do acucar. Numa
concretizacdo adicional, um tal nucledsido ou nucledtido
cujo acucar ¢ modificado pode adoptar uma conformacéo
semelhante a do ADN. Uma "conformacdo semelhante a do ADN",

tal como se utiliza neste documento, refere-se a estrutura



do acucar do nucledsido ou nucledtido, e refere-se a uma
conformacdo que se assemelha a conformacdo do residuo no
2'-desoxi-ribonucledésido ou 2'-desoxi-ribonucledtido, isto
&, uma em gque o residuo aclcar seja capaz de adoptar uma
conformacdo C2'-endo (torsa a sul) e/ou 04'-endo (torsa a
leste). Uma vez que os arabinonucledtidos conseguem adoptar
essas conformacdes C2'-endo (torsa a sul) e/ou 04'-endo
(torsa a leste), os &cidos arabinonucleicos e o ADN exibem
preferéncias conformacionais semelhantes (Venkateswarlu, D.
et al. J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 5609; Trempe, J-F. et
al., J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 4896; Denisov, A.Y. et
al., Nucleic Acids Res. 2001, 29, 4284), e portanto, nas
concretizagdes, o0s ANA e o0s seus derivados (por exemplo
FANA), sdo um tipo de nuclebdétido semelhante a ADN tal como
definido neste documento. Incluem-se em outro nucledtidos
semelhantes ao ADN, sem que a estes eles se limitem o alfa-
L-ALN (Petersen, M. et al., J. Am. Chem. Soc. 2001; 123;
7431) é s Aacido ciclohexenonucleicos Wang, J. et al., J.

Am. Chem. Soc., 2000, 122, 8595).

Em concretizacdes, as ligacdes internucledtido
dos oligonucledétidos da invencdo incluem mas ndo se limitam
aos grupos fosfodiéster, fosfotriéster, fosforotiocato (5'0-
P(S)0-3'0-, 5'S-P(0)0-3'0-, e 5'0-P(0)0-3'sS-),
fosforoditioato, Rp-fosforotioato, Sp-fosforotioato,
boranofosfato, metileno (metilimino), amida (3'-CH2-CO-NH-
5' e 3'-CH2-NH-CO-5'), metilfosfonato, 3'-tioformacetal,
(3'S-CH2-05"), amida (3'CH2-C(O)NH-5'); fosforamidado (por
exemplo 5'N-3'P), ou a quaisquer combinacdes destes. O

substituinte em 2', por exemplo do acucar arabinose no



residuo ANA, inclui mas ndo se limita a fluoro, hidroxilo,
amino, c¢iano, azido, -CH=CH,, -C=CH, algquilo (por exemplo
alquilo inferior [por exemplo algquilo C:-Cy] por exemplo
metilo, etilo, ©propilo, etc.), alcoxilo ([por exemplo
alcoxilo inferior, por exemplo alcoxilo C;-Cy] por exemplo
metoxilo, etoxilo, propoxilo, etc.) e alquilo
funcionalizado (por exemplo alquilo inferior funcionalizado
[por exemplo 2'-CFs3]) e grupos alcoxilo (por exemplo grupos
etilamino, propilamino e butilamino), e alcoxialquilo (por
exemplo metoxietilo, etoxietilo, etc.). Numa concretizacéo,
o substituinte 2' do acucar arabinose ¢ fluoro e o derivado
arabinonucleétido é o 2'F-ANA (ou FANA). Para além dos
descritos acima, 0 aclucar arabinose também inclui o
derivado carbociclico (4'-CHy) (por exemplo, FANA
carbociclico). Em concretizacdes, o nucledtido com acucar
modificado inclui outros esqueletos que originam actividade
de ARNase H (por exemplo, &cidos nucleicos aferrolhados
alfa, acidos ciclohexenonucleicos), ou gquando as riboses
ndo possuam o atomo de oxigénio electronegativo em 2' (por

exemplo, 2'-alquil-D-ribose, 2'-SCHs;-D-ribose).

Os solicitantes demonstram neste documento que
AON com esqueleto misto incluindo segmentos alternantes de
um nucledtido com o seu acgucar modificado (por exemplo ANA
[por exemplo FANA]) e ADN ("altimeros") sé&do capazes de
originar actividade de ARNase H (por exemplo ARNase HII
humana) de degradacdo de ARN alvo. Alguns AON "altimeros",
nomeadamente aqueles que possuem segmentos alternantes
trinucleotidicos, sdo0 especialmente melhores para este

objectivo.



Um oligonucledétido da invencdo inclui portanto
segmentos ou unidades alternantes de arabinonucledtidos
(por exemplo andlogos a arabinonucledbdétidos [por exemplo,
FANA]) e 2'-desoxi-ribonucledtidos (ADN). O oligonucledtido
inclui pelo menos 2 de cada um dos segmentos de nucledtidos
com acgucar modificado e de 2'-desoxinucledtido, tendo
portanto pelo menos 4 segmentos alternantes ao todo. Cada
segmento ou unidade alternante pode conter 1 ou diversos
nucledtidos. Em concretizacodes, a pluralidade de
nuclebdétidos pode ser constituida por 2, 3, 4, 5 ou 6
nucledétidos. Os oligonucleétido podem conter nas
concretizagbles um numero par ou Iimpar de segmentos ou
unidades alternantes. O oligonucledétido pode iniciar-se
e/ou terminar com um segmento contendo residuos de
nucledétido com acgucar modificado ou residuos de ADN. Podem
portanto representar-se os oligonucledétidos da invencéo,

nas concretizacdes, tal como se segue:

A;-D1-Ay-Dy-A3-D3 ... A,-D,

Em que cada um dos A;, A;, etc. representa uma
unidade com um ou mais residuos de nucledétido com acucar
modificado e cada um dos D;, Dy, etc. representa uma
unidade com um ou mais residuos de ADN. O numero de
residuos em cada unidade pode ser o mesmo ou varidvel de
uma para a outra unidade. O oligonucledétido pode conter um
numeros par ou Iimpar de unidades. O oligonucledétido pode
iniciar-se (isto ¢é, na sua extremidade 5') quer por uma
unidade contendo ANA quer por uma unidade contendo ADN. O

oligonucledétido pode terminar (isto &, na sua extremidade



3'") quer com uma unidade nuclebétido contendo acucar
modificado, quer com uma unidade contendo ADN. O numero
total de unidades pode ser tdo pequeno como 4 (isto &, pelo

menos 2 de cada tipo).

Nas concretizacgdes, a porcdo "altimero" de um
oligonucledsido ou de um oligonucledtido da invencdo pode
também incluir um ou mais nuclebdésidos ou nucledtidos
modificados na (isto é na posicdo adjacente a) os seus
terminais 5' e/ou 3', incluindo mas ndo se limitando a
ribonuclebsidos ou ribonucledétidos modificados, tailis como
ribonucledsidos ou ribonucledtidos modificados em 2’, tais
como 2'-metoxi-ARN (2'-0-Me-RNA) ou 2'-metoxietil-ARN (2'-
MOE-RNA). Um tal oligonucledétido baseado em 2'-0-Me-ARN -
altimero - 2'-OMe-ARN é capaz de originar uma actividade de
ARNase H sobre um alvo de ARN adequado, tal como se

descreve nos Exemplos neste documento.

Nas concretizacdes, o comprimento total de um
oligonucledétido da invencdo ¢é de cerca de 30 ou menos
residuos de nucledtido, numa concretizacdo adicional, 8 a
cerca de 25 residuos de nucledétido. Em concretizacdes
suplementares, o comprimento é de entre cerca de 9 e cerca
de 24, entre cerca de 10 e cerca de 23, entre cerca de 11 e
cerca de 22, entre cerca de 12 e cerca de 21, entre cerca
de 13 e cerca de 20, entre cerca de 14 e cerca de 19, entre
cerca de 15 e cerca de 18, ou entre cerca de 16 e cerca de
17 residuos de nucledtido. Numa concretizacéo, o)
comprimento de um oligonucledtido da invencdo ¢é de 18

residuos de nucledtido.



Nas concretizacdes, o0s residuos de ADN podem
conter qualquer uma das bases seleccionadas de entre
adenina (A), citosina (C), guanina (G) ou timina (T), ou
versdes que incluam modificagbes da estrutura da base do
nucledétido ou do esqueleto. Nas concretizacdes, os residuos
de ANA podem conter qualquer uma das bases seleccionadas de
entre adenina (A), inosina (I), 2,6-diaminopurina (2,6~
DAP), citosina (C), 5S5-metilcitosina (5MeC), guanina (G) ou

timina (T) ou uracilo (U).

Os AON desta invencdo contém uma sequéncia que é

complementar (em certas concretizacgdes parcialmente
complementar, e noutras concretizacbes exactamente
complementar) em relacdo a um "ARN alvo". "Hibridizacao"

tal como utilizada neste documento refere-se a ligacédo por
ponte de hidrogénio entre nucledtidos complementares. O
grau de complementaridade entre um AON e a sua sequéncia
alvo pode ser variavel, e nas concretizacdes o AON é
exactamente complementar em relacdo a sua sequéncia alvo
tal como se afirmou acima. Deve entender-se que ndo é
essencial que um AON seja exactamente complementar em
relagcdo a sua sequéncia alvo para se conseguir uma
especificidade suficiente, isto ¢, para minimizar a ligacédo
ndo especifica do oligonucledtido a sequéncias gue ndo séo
alvos, nas condigcbes especificamente utilizadas (por
exemplo condigdes fisioldgicas in vivo ou condicdes de um
ensaio in vitro). "ARN alvo" refere-se a uma molécula de
ARN de interesse que é o alvo para a hibridizacdo com ou a
ligacdo a, um oligonucledtido da invencdo, para impedir ou

para diminuir por exemplo a translacdo, a transcricéo



reversa e/ou a replicacdo do ARN. Nas concretizacgdes, este
impedimento e 1inibicdo acontece pela indug¢do de uma
clivagem mediada por ARNase H do ARN alvo, e portanto numa
concretizacdo, a invencdo proporciona um método de se
clivar um ARN alvo, incluindo o método referido levar-se ao
contacto o ARN com um oligonucledétido da invencdo. Nas
concretizacdes, uma tal clivagem pode ser ainda mais
facilitada proporcionando adicionalmente que levem a uma
actividade da ARNase H, tais como meios tampdo (por exemplo
por controlarem o pH e a forca idnica), meios de controlar
a temperatura, e qualisquer outras componentes que possam
contribuir para uma inducdo da actividade da ARNase H. Em
determinadas concretizacbes, a actividade de ARNase H é a
actividade de um enzima ARNase H ou de um enzima
multifuncional que possui a actividade de ARNase H (por
exemplo, a transcriptase reversa do HIV). Em determinadas
concretizacbes, uma tal actividade de ARNase H inclui, mas
ndo se limita a, uma actividade de ARNase H associada com
as transcriptases reversas de virus patogénicos humanos,
tais como o HIV (por exemplo os retrovirus HIV-1 e HIV-2) e
os hepadnavirus, por exemplo virus da hepatite B. Em
concretizacdes adicionais, uma tal actividade como ARNase H
inclui, mas ndo se limita, uma actividade como ARNase H
associada a um enzima ARNase H com origem procaridbdtica ou
eucaridtica, numa concretizacdo, com origem num mamifero,
numa concretizacdo, com origem humana. Em concretizacdes
adicionais, uma tal actividade com ARNase H inclui, sem que
se limite a, uma actividade como ARNase H associada a
ARNase H1 e a A ARNase H2 (por vezes referida com ARNase

HIT) com origem eucaridtica ou procaridtica. Numa



concretizacdo, uma tal actividade como ARNase H esté

associada a ARNase H2 humana.

Nas concretizacdes, o ARN mencionado acima inclui
ARN mensageiro, ou ARN gendmico viral, de tal modo que o
oligonucledtido pode inibir especificamente a biossintese
de proteinas codificadas pelo mARN, ou inibir uma
replicacdo do wvirus, respectivamente. Encontram-se dentro
do ambito da invencéo modificacdes parciais dos
oligonucledétidos dirigidas as extremidades 5' e/ou 3', ou
do esqueleto de fosfato ou dos residuos de acucar para
aumentar as suas propriedades de sentido reverso (por
exemplo resisténcia a nuclease). Tal como se demonstra
nesta invencdo (veja-se adiante), estes oligonucledtidos
sdo conformes com  uma das condicgbes para agentes
terapéuticos de sentido reverso, isto €&, eles sdo capazes
de ligarem a ARN alvo formando um duplex AON/ARN, gue numa
concretizacdo é reconhecido e degradado pela ARNase H. Para
além disto, tal como se mostra nos Exemplos adiante, a
eficiéncia com a qual os oligonucledtidos "altimeros"™ da
invencdo promovem a clivagem do ARN é superior a observada
para o AON contendo apenas FANA e em alguns casos &
superior a observada para o AON contendo apenas residuos de
ADN. Isto ¢ verdade quer as ligacdes internucledtido do

"altimero" sejam fosfodiéster, quer sejam fosforoditioato.

Os resultados apresentados neste documento
estabelecem portanto que o) "altimero" - incluindo
oligonucledsidos ou oligonucledétidos da invencdo - pode ser

utilizado nas concretizacdes como agente de sentido



reverso, e devera poder ser utilizado como agente
terapéutico e/ou como ferramenta valiosa para estudar e
para controlar a expressdo de genes nas células e nos

organismos.

Deste modo, em concretizacdes alternativas, a
invencdo proporciona moléculas de sentido reverso que se
ligam a, induzem a degradacdo de, e/ou inibem a translacéo
de (por exemplo induzindo a actividade de ARNase H e/ou por
levar a cabo um "arresto translacional”™ ou um blogqueio) de
um ARN alvo (por exemplo mARN). Incluem-se nos exemplos de
aplicacdes terapéuticas dos oligonucledétidos de sentido
reverso, 1incorporadas neste documento por citacdo: Pat.
.5. No. 5.135.917, emitida a 4 de Agosto de 1992; Pat.
.S. No. 5.098.890, emitida a 24 de Marco de 1992; Pat.
.S. No. 5.087.617, emitida a 11 de Fevereiro de 1992; Pat.

.S. No. 5.166.195 emitida a 24 de Novembro de 1992; Pat.

a a a o G

.S. No. 5.004.810, emitida a 2 de Abril de 1991; Pat. U.S.
No. 5.194.428, emitida a 16 de Marco de 1993; Pat. U.S. No.
4.806.463, emitida a 21 de Fevereiro de 1989; Pat. U.S. No.
5.286.717 emitida a 15 de Fevereiro de 1994; Pat. U.S. No.
5.276.019 e Pat. U.S. No. 5.269.423; BioWorld Today, 29 de

Abril de 1994, pag. 3.

Em moléculas de sentido reverso existe de
preferéncia um grau de complementaridade suficiente face ao
ARN alvo para evitar a ligacdo ndo especifica da molécula
de sentido reverso a sequéncias gue ndo sejam alvos em
condicdes nas quais se pretenda a ligacdo especifica, tais

como em condigbdes fisioldgicas no caso de testes in vivo ou



de tratamento terapéutico ou, no caso de testes 1in vitro,
em condic¢cdes nas quais esses testes sdo levados a cabo. O
ARN alvo para a ligacdo em sentido reverso pode incluir néo
sé a informacdo para codificar para uma proteina, mas
também para ribonucledtidos associados, ribonucledtidos que
formam por exemplo a regido 5' ndo transladada, a regido 3
ndo transladada, a regido de encabecamento 5' e a juncéo
intrdo/exdo. Um método para despistar Aacidos nucleicos de
sentido reverso e do ribozima gque se podem utilizar para
proporcionar moléculas tais como o©0s inibidores PLA, da

invencdo foi descrito na Patente U.S. No. 5,.932.435.

As moléculas de sentido reverso (oligonucledbsidos
ou oligonucledtidos) da invencdo podem incluir as que
contenham ligacdes entre os aclUcares esqueletais tais como
ligacdes entre acucares do tipo fosfotriésteres,
metilfosfonatos, 3'-tioformacetal, amida, alquilo com
cadeia curta ou cicloalguilo, ou ligacdes entre acucares do
tipo cadeia curta heteroatdémica ou heterociclica,
fosforotioatos e aquelas ligacdes esqueletais com CH,--NH--
0--CH,, CH,--N (CH3) --0--CH, (conhecida Como
metileno(metilimino) ou MMI esqueletal), CH;--0--N(CHs)--
CHo,, CH;--N (CH3) --N (CH3) --CH; e O---N(CHs) --CH,--CH;
esqueletais (em que o fosfodiéster seja 0O-P(0),--0--CHjy).
Em concretizacdes alternativas, os oligonucledétidos de
sentido reverso podem ter um esqueleto de acido
peptidonucleico (APN, por vezes referido como Acido
"proteina"™ nucleico ou "péptido"™ nucleico), no qual o
esqueleto fosfodiéster do oligonucledétido pode ser

substituido por um esqueleto de poliamida ao qual se ligam



directamente as bases nucleosidicas ou indirectamente a
adtomos de azoto aza ou a grupos metileno no esqueleto de
poliamida (Nielsen et al., Science, 1991, 254, 1497 e Pat.
U.S. No. 5.539.082). As ligacgdes fosfodiéster podem ser
substituidas por estruturas que s&o quirais e

enantiomericamente especificas.

Tal como se afirmou acima, nos oligonucledtidos
também se podem incluir espécies que contenham pelo menos
uma base de nucledétido modificada. Deste modo, podem
utilizar-se purinas e pirimidinas diferentes das que se
encontram normalmente na natureza. Tal como se afirmou
acima, um nucledtido do segmento de nucledtidos com acucar
modificado (por exemplo o segmento ANA) pode incluir
modificacdes na sua porcdo pentofuranosilo. S&do exemplos de
talis modificacgdes os nucledétidos substituidos com 2'-0-
algquilo e com 2'-halogéneo. S&o alguns exemplos especificos
de modificacdes na posicdo 2' de espécies acglUcar que sé&o
Uteis na invencdo presente os substituintes OH, SH, SCHs,
F, OCN, O(CHy),NH, ou O(CH,;),CH; em que n seja de 1 cerca de
10; alquilo inferior em C; a Cig, algquilo inferior
substituido, alquilarilo ou aralquilo; Cl; Br; CN; CFs;
OCFs3; 0O-, S-, ou N-alquilo; O-, S-, ou N-alcenilo; SOCHj;
S0,CH;3; ONO3; NOy; Ns; NH;; heterocicloalquilo;
heterocicloalquilarilo; aminoalquilamino; polialgquilamino;
sililo substituido; um grupo de clivagem de ARN; um grupo
repdrter; um espacador; um grupo para melhorar as
propriedades farmacocinéticas de um oligonucledtido; ou um
grupo para melhorar as propriedades farmacodinédmicas de um

oligonucledtido e outros substituintes que tenham



propriedades similares. Um ou mais dos grupos
pentofuranosilo do nucledétido no segmento de nucledtido com
acucar modificado pode ser substituido por outro acucar,
por um agente que mimetize um acucar tal como o
ciclobutilo, ou por outra espécie qgque assuma o lugar do

acucar.

"Nuclebsido" refere-se a uma base (por exemplo
uma purina [por exemplo A e G] ou uma pirimidina [por
exemplo C, b-metil-C, T e U]) combinado com um acucar (por
exemplo [desoxi]ribose, arabinose e seus derivados) .
"Nucledtido" refere-se a um nucledsido que tenha um grupo
fosfato ligado a sua espécie aclUcar. Nas concretizacdes

podem incluir-se diversas modificacdes nestas estruturas,

por exemplo quer na Dbase, no aclcar e/ou na espécie
fosfato. "Nucledtido/nucledsido modificado™ tal como se
utilize neste documento, refere-se a um

nucleétido/nucledésido que difere daquele com o qual se
aparenta, e exclui portanto a forma nativa definida.
"Oligonucledtido", tal como se utilize neste documento,
refere-se a uma sequéncia incluindo uma pluralidade de
nucledétidos ligados uns aos outros. Um oligonucledtido pode
incluir estruturas modificadas no seu esqueleto e/ou em um
ou mais dos nucledbdétidos seus componentes. Nas
concretizacdes, os oligonucledtidos da invencéo tém
comprimentos de cerca de 1 a 200 Dbases, noutras
concretizacdes adicionais entre cerca de 5 e cerca de 50
bases, entre cerca de 8 e cerca de 40 bases, e em outras
concretizacgbes adicionais ainda, entre cerca de 12 e cerca

de 25 bases de comprimento.



"Alquil(o)" refere-se a grupos hidrocarboneto
saturado com cadeia linear ou ramificada (por exemplo
metilo, etilo, propilo, butilo, isopropilo, etc.).
"Alcenilo" e "alcinilo" referem grupos hidrocarboneto com,
respectivamente, pelo menos uma ligacdo dupla ou tripla C-
C. "Alcoxilo" refere-se a uma estrutura -O-alqguilo.
"Alguilamino" refere-se a estruturas -NH(algquilo) ou -
N(alguilo),. "Arilo" refere-se a estruturas aromaticas
substituidas ou ndo substituidas (por exemplo a Jgrupos
fenilo, naftilo, antracilo, fenantrilo, pirenilo, e
xililo). "Hetero" refere-se a um atomo que ndo seja C;
incluindo mas ndo se limitando, os &tomos de N, O, ou S.
Nas concretizacdes, 0s grupos mencionados acima podem ser

substituidos.

Em diversas concretizacdbes, pode portanto
utilizar-se um oligonucledtido modificado da invencdo de
forma terapéutica em formulacdes ou em medicamentos para
impedir ou para tratar uma doenca caracterizada pela
expressdo de um ARN alvo especifico. Em determinadas
concretizacgdes, um tal acido nucleico alvo esta contido em,
ou é derivado de, determinados agentes infecciosos e/ou é
necessdrio para a funcdo e/ou a viabilidade e/ou a
replicacdo/propagacdo do agente infeccioso. Em determinadas
concretizacodes, o agente infeccioso ¢é um virus, em
determinadas concretizacbes, é um retrovirus, numa
concretizacédo adicional, é HIV. Em concretizacbes
adicionais, a expressdo de um tal &cido nucleico alvo esta
associada com doencas gque incluem mas ndo se limitam a

doencas inflamatdrias, diabetes, doenca cardiovascular (por



exemplo restenose), e o cancro. A invencdo diz respeito aos
métodos correspondentes de tratamento medicinal, nos quais
se administra uma dose terapéutica de um oligonucledtido
modificado da invencdo numa formulacdo farmacologicamente
aceitavel. A invencéao proporciona portanto também
composicdes terapéuticas que incluem um oligonucledtido
modificado da invencéo, e um excipiente ou veiculo
aceitavel do ponto de vista farmacéutico. A composicédo
terapéutica pode ser soltvel em solucgdo aquosa a um valor

de pH que seja fisiologicamente aceitével.

Numa concretizacdo, inclui-se nestas composicbes
uma quantidade eficaz do ponto de vista terapéutico ou
profildctico de um oligonucledtido da invencdo, suficiente
para tratar ou para impedir uma doenca caracterizada pela
expressdo de um &cido nucleico alvo bem determinado, e um

veiculo aceitédvel do ponto de vista farmacéutico.

Uma "quantidade eficaz do ponto de wvista
terapéutico" refere-se a uma quantidade eficaz, a dosagens
e durante os periodos de tempo que sejam necessarios, para
se conseguir o efeito terapéutico pretendido, tal como uma
diminuicdo ou um impedimento da expressdo de um &cido
nucleico alvo bem determinado. Uma quantidade eficaz do
ponto de vista terapéutico de um &acido nucleico modificado
da invencdo pode variar de acordo com factores tais como o
estado da doenca, a idade, o sexo, e 0 peso do individuo,
bem como da capacidade do &acido nucleico modificado para
originar uma reaccdo pretendida no individuo. Podem

ajustar-se os regimes de dosagem para proporcionarem a



resposta terapéutica déptima. Uma quantidade eficaz do ponto
de vista terapéutico é também uma quantidade para a qual
quaisquer efeitos prejudiciais ou tdéxicos do composto sejam
mais do gque contrabalancados pelos efeitos terapéuticos
benéficos. Uma "quantidade eficaz do ponto de vista
profildtico" refere-se a uma quantidade eficaz, a dosagens
e durante os periodos de tempo necessdrios, para conseguir
o efeito profilédtico pretendido, tal como o de impedir ou o
de tratar uma doenca caracterizada pela expressdo de um
dcido nucleico alvo bem determinado. Pode determinar-se uma
quantidade eficaz do ponto de vista profilatico tal como se
descreveu acima para a quantidade eficaz do ponto de vista
terapéutico. Para um determinado sujeito, podem ajustar-se
0s regimes de dosagem especificos ao longo do tempo de
acordo com a necessidade individual e com a opiniéo
profissional da pessoa que administra ou que supervisiona a

administracdo das composicdes.

Tal como se utilize neste documento "veiculo, ou
excipiente, aceitavel do ponto de vista farmacéutico"
inclui quaisquer e todos os solventes, meios de disperséo,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos,
agentes de isotonicidade e de retardamento da absorcdo, e
outros semelhantes que sejam fisiologicamente compativeis.
Numa concretizacdo, o veiculo é adequado para administracéo
parentérica. em alternativa, o veiculo pode ser adequado
para administracdo pelas vias endovenosa, intraperitoneal,
intramuscular, sublingual ou oral. Incluem-se nos veiculos
aceitdveis do ponto de wvista farmacéutico solucdes ou

dispersdes aquosas estéreis e pds estéreis para a



preparacdo na altura de solucdes ou de dispersdes estéreis
e 1injectaveis. A utilizacdo destes meios e agentes para
substancias activas do ponto de vista farmacéutico ¢é bem
conhecida na técnica. Excepto no gque diga respeito a uma
incompatibilidade de um meio ou agente convencional
qualgquer com o composto activo, a sua utilizacd&o nas
composicdes farmacéuticas da invencdo estéd contemplada.
Podem também incorporar-se nas composicdes compostos

activos suplementares.

As composicdes terapéuticas tém tipicamente que
ser estéreis e estdveils nas condicgbes de manufactura e de
armazenagem. Pode formular-se a composicdo sob a forma de
uma solucgdo, uma micro emulsdo, liposomas, ou outra
estrutura ordenada adequada para uma concentracdo elevada
de farmaco. O veiculo pode ser um solvente ou um meio de
dispersédo contendo, por exemplo, &agua, etanol, poliol (por
exemplo, glicerol, propilenoglicol, e polietilenoglicol
liquido, e outros semelhantes), bem como as misturas
adequadas de todos estes. Pode manter-se o grau de fluidez
adequado, por exemplo, pela utilizacdo de um revestimento
tal como a lecitina, pela manutencdo da dimensdo de
particula necessdria no caso de uma dispersédo, e pela
utilizacdo de tensioactivos. Em muitos casos, seré
preferivel incluir agentes de isotonicidade, por exemplo
acucares, poli &lcoois tais como o manitol, o sorbitol, ou
cloreto de sdédio, na composicdo. Pode conseguir-se uma
absorcdo prolongada das composicdes injectéaveis incluindo
na composi¢do um agente que retarde a absorcdo, por

exemplo, sais monoestearato e gelatina. Para além disto,



pode administrar-se um oligonucledétido da invencdo numa
formulacdo para libertacdo prolongada, por exemplo numa
composicdo que inclua um polimero para libertacdo lenta. O
oligonucledtido modificado pode ser preparado com veiculos
que protegerdo o oligonucledtido modificado contra uma
libertacdo répida, tal como uma formulacdo para libertacéo
controlada, incluindo implantes e sistemas
microencapsulados de libertacéo. Podem utilizar-se
polimeros biodegradéveis, biocompativeis, tais como acetato
de viniletileno, polianidridos, acido poliglicdlico,
colagéneo, poliortoésteres, &acido polilactico e copolimeros
de dcidos polilactico e poliglicdlico (PLG) . Estéo
patenteados muitos métodos para o fabrico deste tipo de
preparacdes, ou eles sdo em geral conhecidos dos

especialistas da técnica.

Podem preparar-se solucdes estéreis injectéveis
incorporando a quantidade necessaria de um composto activo,
tal como um oligonucledétido da invencdo, num solvente
adequado com um ou uma combinacdo dos ingredientes
enumerados acima, consocante sejam necessarios, seguindo-se
uma esterilizacdo por filtracdo. Em geral, preparam-se as
dispersdes incorporando o composto activo num veiculo
estéril que contém um meio de dispersdo de base bem como os
outros ingredientes, de entre os enumerados acima. No caso
de pds estéreis para a preparacdo de solucdes estéreis
injectéveis, o0s métodos de preparacdo preferidos s&o a
secagem em vazio e a liofilizacdo de que resulta um pd do
ingrediente activo com qualgquer ingrediente adicional

pretendido, a partir de uma solucdo destes que havia sido



previamente esterilizada por filtracdo. De acordo com um
aspecto alternativo da invencéo, pode formular-se um
oligonucledétido da inven¢do com um ou mais compostos

adicionais que aumentem a sua solubilidade.

Uma vez que os oligonucledétidos da invencdo sé&o
capazes de induzir a clivagem de um ARN alvo mediada por
ARNase H, diminuendo desta forma a producdo da proteina
codificada pelo ARN alvo, os oligonucledétidos modificados
da invencdo podem ser utilizados em qualgquer sistema no
qual seja pretendida a inactivacdo ou a inibicdo selectiva
de uma ARN alvo especifico. Tal como se afirmou acima,
incluem-se nos exemplos dessas aplicacdes a terapéutica com
moléculas de sentido reverso, na qual a expressdo do ARN

alvo se encontra associada a doencas.

Um exemplo adicional de uma tal utilizacgédo é o
esvaziamento selectivo de um produto alvo especifico num
sistema, para se estudar(em) o(s) efeito(s) fenotipicos
desse esvaziamento do sistema. As observacdes feitas
aqguando desse tipo de esvaziamento podem permitir
determinar a funcéo do produto genético alvo. Em
determinadas concretizacdes, inclui-se nesses estudos a
"validacdo do alvo", na gqual a estratégia que se descreveu
acima permite confirmar se um determinado &acido nucleico
alvo se encontra associado a um fendtipo ou a uma
actividade especificos, e permite portanto "a validacédo" do
alvo. O sistema mencionado acima pode conter células ou

ndo; ser in vitro ou in vivo,; procariota ou eucariota.



A invencéao proporciona também embalagens
comerciais que incluem um oligonucledétido da invencdo. Numa
concretizacéo, a embalagem comercial contém também
instrucdes para a utilizacdo do oligonucledtido. Em

determinadas concretizacdes, essas instrucgdes incluem pelo

menos um de entre 0s seguintes: utilizacéo do
oligonucledétido para (a) diminuir a expressdo de uma
sequéncia alvo de ARN; (b) induzir a clivagem de uma
sequéncia de ARN alvo por ARNase H; (c¢) impedir ou tratar

uma doenca caracterizada pela expressdo de um ARN alvo
especifico; (d) impedir ou diminuir a transcricdo reversa
de um ARN alvo especifico num sistema; (e) impedir ou
diminuir a vreplicacdo de um ARN alvo esgpecifico num
sistema; (f) detectar a presenca de um ARN alvo especifico
num sistema; (g) validar um gene alvo num sistema; e (h)

qualguer combinacdo de (a) a (g).

A invencdo diz também respeito a utilizacdo de um
oligonucledétido da invencédo, com finalidades tais como: (a)
diminuir a expressdo de uma sequéncia de ARN alvo; (b)
induzir a clivagem de uma sequéncia alvo de ARN por ARNase
H; (c) impedir ou tratar uma doenca caracterizada pela
expressdo de um ARN alvo bem determinado; (d) impedir ou

diminuir a transcricdo reversa de um ARN alvo num sistema;

(e) impedir ou diminuir a replicacdo de um ARN alvo
especifico num sistema; (f) detectar a presenca de um ARN
alvo especifico num sistema; (g) wvalidar um gene alvo num

sistema; e (h) qualquer combinacdo de (a) a (g).



A invencdo diz ainda respeito a utilizacdo de um
oligonucledétido da invencdo para a preparacdo de um
medicamento, com as finalidades de (a) diminuir a expresséo
de uma sequéncia de ARN alvo; (b) induzir a clivagem de uma
sequéncia alvo de ARN por ARNase H; (c) impedir ou tratar

uma doenca caracterizada pela expressido de um ARN alvo bem

determinado; (d) impedir ou diminuir a transcrigdo reversa
de um ARN alvo num sistema; (e) 1impedir ou diminuir a
replicacdo de um ARN alvo especifico num sistema; (f)

detectar a presenca de um ARN alvo especifico num sistema;
(g) wvalidar wum gene alvo num sistema; e (h) qualquer

combinacdo de (a) a (g).

Embora sejam descritas neste documento diversas
concretizagcdes da invencéo, podem ser feitas muitas
adaptacdes e modificacgdes que caem dentro do &ambito da
invencdo, de acordo com os conhecimentos gerais de qualquer
pessoa que seja especialista da técnica. Incluem-se nessas
modificacdes a substituicdo por equivalentes conhecidos em
qualquer dos aspectos da invencdo, para se conseguir o
mesmo resultado substancialmente do mesmo modo. As gamas
numéricas s&do inclusivas no gque toca aos numeros que
definem essas gamas. Nas reivindicacdes, a palavra
"incluindo" ¢é utilizada a titulo de termo com extremos
abertos, substancialmente equivalente a frase "incluindo,
mas sem que se limite a". O0Os exemplos que se seguem
ilustram diversos aspectos da invencdo e ndo limitam a
invencdo nos seus aspectos de ambito, tal como é descrita

neste documento.



EXEMPLOS

Exemplo 1: Materiais e método

Sintese dos AON. Sintetizaram-se mondémeros 5'-
monometoxitritilados de 3'-O-cianocetilfosforamidito de 2'-
desoxi-2'-fluoroarabinonucledésido tal como havia sido
anteriormente descrito [Wilds, C.J. & Damha, M.J. Nucleic
Acids Res. 2000, 28, 3625; Elzagheid, M.I. et al., em
Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, Unit 1.7,
Beaucage, S. L., Bergstrom, D. E., Gli, G. D., Editores,
2002]. A sintese de oligonucledtidos ilustrada na Tabela 1
e na Tabela 2 foi levada a cabo a escala de l-micromole
utilizando um sintetizador de ADN Expedite 8909. Utilizou-
se a titulo de suporte sélido vidro com poros controlados
com alguilaminas de cadeia longa (LCAA-CPG). O ciclo
sintético consistia nos seguintes passos: (a) Detritilacédo
da ligacdo do nucledésido ou nucledtido ao CPG (acido
tricloroacético a 3 % e diclorometano): 150 segundos; (b)
acoplamento de mondmeros de um 2'-F-arabinonucledsido (15
minutos) ou de um 3'-fosforamidito de um 2'-desoxi-
ribonucledsido (2 minutos). As concentracdes de mondmeros
utilizadas foram de 50 mg/mL para os mondmeros F-T, araF-C
e DNA, e 60 mg/mL para araA e araF-G (acetonitrilo como
solvente); (c) acetilacdo utilizando o passo cléassico de
encapelamento: 20 segundos. A solucdo de encapelamento era
constituida por 1:1 (em volume) de reagentes "cap A" e "cap
B". (Cap A: anidrido acético/colidina/THF, a 1:1:8; cap B:
N-Metilimidazole/THF, a 4:21); (d) lavagem extensiva com

acetonitrilo (50 pulsos); (e) oxidacdo durante 20 segundos



com iodo/a&gua (no caso dos oligbmeros ligados por
fosfodiéster) ou uma sulfuracdo durante 10 minutos (no caso
de oligdémeros PS) com uma solucgdo recentemente preparada
0,1 M de 3-amino-1,2,4-ditiazolina-5-tiona (ADTT) em
piridina/acetonitrilo (a 1/1, em volume); (f) lavagem com
acetonitrilo: 20 pulsos; (g) secagem do suporte sdélido por
adicdo do reagente de encapelamento (veja-se 0 passo cC
acima): 5 segundos; (h) lavagem com acetonitrilo (20

pulsos).

A seguir a montagem da cadeia, clivam-se o0s
oligonucledtidos do suporte sbdélido e desprotegem-se tal
como Jj& se descreveu previamente [Wilds, C.J. & Damha, M.J.
Nucleic Acids Res. 2000, 28, 3625; Viazovkina, E. et al.,
em Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, Unidade
4.15, Beaucage, S.L., Bergstrom, D. E., Gli, G. D.,
Editores, 2002]. Purificaram-se os oligdmeros em bruto por
HPLC de permuta anidénica seguida por uma dessalinizacédo
(cartuchos SepPak). Rendimentos: 50-100 unidades Ajzsy. AS
condicgdes para a purificacdo por HPLC s&o: Coluan: Protein
Pak DEAE-5PW (7,5 mm x 7,5 cm, Waters), Solventes: Tampdo
A: Hy,O; Tampdo B: LiCl0O, 1 M (ou NaClO, 1 M), Gradiente: 100

Q Q.

% de tampdo A, isocréatica, durante 12 minutos, 100 % A - 15

% B, linear (ao longo de 5 minutos), 15 % B - 55 % B,
linear (ao longo de 60 minutos); Ajustou-se o caudal para 1

mL/minuto, ajustou-se a temperatura a 50°C. Regulou-se o
detector para 260 nm para a cromatografia analitica e para
290 nm para a cromatografia preparativa. Nestas condicdes,
o oligdémero de comprimento inteiro que se pretendia era o

ultimo a eluir. Os oligonucledtidos foram caracterizados



por electroforese sobre gel e por espectrometria de massa.
S&do0 proporcionadas as sequéncias dos oligonucledétidos nas

Tabelas 1 e 2.

Medig¢bes do Pe. Misturaram-se AON com
oligonucledtidos de ARN complementares, em guantidades
equimolares num tampdo contendo KC1 140 mM, MgCl, 1 mM, e
Na,HPO, 5 mM, a pH 7,2, para se obter uma concentracao
total de duplex de ca. 5 pM. Agueceram-se as amostras a
90°C durante 15 minutos, depois arrefeceu-se lentamente até
a temperatura ambiente. A solucdo de duplex de AON/ARN foi
entdo exposta a temperaturas crescentes (0,5°C/medicdo), e
determinou-se a sua absorvancia o UV a 260 nm depois de se
equilibrar a temperatura. Os valores de Pr listados nas
Tabelas 1 e 2 foram calculados utilizando o método da linha

de base e tém uma incerteza de * 0,5°C.

Purificacdo de ARNase H. Purificou-se ARNase HI
de E. coli tal como havia sido anteriormente descrito (7).
Sobre-expressou-se ARNase HII humana e purificou-se se
acordo com procedimentos publicados (Wu, H. et al., J.

Biol. Chem., 1999, 274, 28270).

Determinagdo de ARNase H. As determinacdes de
ARNase H foram levadas a cabo a temperatura ambiente (=
20°C) (oligonucledétidos homopoliméricos listados na Tabela
1), ou a 37°C (oligonucledétidos com base mista listados na
Tabela 2). Prepararam-se substratos homopoliméricos de
dcidos nucleicos em duplex misturando o AON ligado por

fosfodiéster (2 pmol) com 0,5 pmol do alvo complementar de



ARN oligo-rA;3 (marcado com 5'-%°p-; SEQ ID NO: 21) em 10 L
de Tris-HCl 60 mM (pH 7,8) contendo KCl1 60 mM e 2,5 mM em
MgCl,, seguindo-se um aquecimento a 90°C durante 2 minutos
e um arrefecimento lento até a temperatura ambiente.
Deixaram-se as solucdes de substratos duplex repousar a
temperatura ambiente durante pelo menos 1 h antes de se
utilizarem. Iniciaram-se as reacc¢des pela adicdo de ARNase
H (7 ng do enzima em 2 uL de tampdo) e removeram-se
aligquotas a diversas alturas terminando-se a reaccdo por
adicdo de igual volume de uma solucdo 98 % desionizada de
EDTA 10 mM contendo formamida, 1 mg/mL de azul de
bromofenol e 1 mg/mL de xileno cianol. Depois de se aquecer
a 100°C durante 5 minutos, separaram-se os produtos
reaccionais por electroforese sobre geles de poliacrilamida
a 16 % de sequenciacdo, contendo ureia 7 M, visualizando-se
por auto-radiografia, e quantificaram-se o0os produtos

formados por densitometria.

Prepararam-se hibridos de AON/ARN com uma
composicdo de uma mistura de bases misturando a cadeia de
AON fosforotioato (vejam-se os oligbmeros listados na
Tabela 2) com os correspondentes 5’-ARN alvos marcados
(AAGGGAUACGACAAGGAUAUAA [SEQ ID NO: 22]). Este ARN estava
marcado na extremidade 5' com “*P utilizando [y-"?P]-ATP com
polinucledtido gquinase de T4. Misturaram-se vinte pmol (20
pmol) de oligonucledtidos de sentido reverso com 10 pmol de
ARN marcado em 5! com.32P, num tampdo, (100 uL no final)
contendo Tris.HCl1 60 mM (pH 7,8), 60 mM em KC1l, 2,5 mM em
MgCl,, aqueceu-se a 90 °C durante 5 minutos e arrefeceu-se

lentamente até a temperatura ambiente. Para iniciar as



reaccbes, adicionou-se ARNase H humana (5 ng em 2 plL de
tampdo) a 8 uL da solucdo de substrato acima. Apds uma

incubacdo a 37°C, terminaram-se as reaccdes adicionando-

o\

lhes iguais volumes de tampdo de carga desnaturante (98
de formamida desionizada, 10 mM em EDTA, com 1 mg/mL de
azul de bromofenol e 1 mg/mL de xileno cianol). Separaram-
se o0s produtos sobre um gel desnaturante de poliacrilamida
a 1l % (peso/volume)em ureia 7 M, num tampdo de Tris-
borato/EDTA a 2000 V durante cerca de 2 h. Apds a
electroforese, expbds-se o0 gel a um filme de raios-X e os
auto-radiogramas resultantes foram alvo de um varrimento e

uma quantificacédo.

Determinacdo da luciferase. Cultivaram-se células
HelLa X1/5 (transfectadas de forma estédvel com o gene da
luciferase e expressando um enzima luciferase funcional) em
meio Eagle modificado da Dulbecco (DMEM) suplementado com
10 % de soro fetal bovino (FBS). Semearam-se as células em
placas de 96 pocos a 2 x 10° células/poco. Levaram-se a
cabo experiéncias de sentido reverso 24 h depois desta
semeadura, altura em que as células ja eram confluentes a
80 % . Utilizou-se lipofectina para veicular
oligonucledbétidos de sentido reverso as células. Em suma,
diluiram-se os oligonucledtidos de sentido reverso e a
lipofectina com DMEM sem soro para se obter uma
concentracdo de 10 X a final de sentido reverso, e 50 pg/mL
de lipofectina. Misturaram-se iguais volumes de solucédo de
oligonucledétido e de 1lipofectina em tubos em plastico e
incubou-se durante 15 minutos a temperatura ambiente para

permitir a formacdo de complexo. Diluiu-se este complexo a



1/5 com DMEM contendo 10 % de FBS, e depois substituiu-se o
meio de cultura das células por esta mistura e incubaram-se
as células durante 4 horas a 37°C. Removeu-se a mistura de
sentido reverso/lipofectina das células e substituiu-se por
DMEM contendo 10 % de FBS, e depois incubaram-se as células
durante mais 16 horas a 37°C. Depois destas 16 horas
adicionais de incubacéo, avaliou-se a actividade da
luciferase celular wutilizando o gsistema de medicdo de
luciferase (Promega, Madison, WI, USA) de acordo com O
protocolo do fabricante. Em suma, removeu-se o meio de
cultura, lavaram-se as células com soro salino tamponizado
com fosfato, e depois lisaram-se as células. Transferiram-
se aliquotas dos lisados celulares para microplacas de
avaliacéao, adicionou-se-lhes solucdo de substrato de
luciferina, e mediu-se imediatamente a luminescéncia obtida
utilizando um espectrofluorimetro de microplacas SPECTRAmax
GEMINI XS (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) regulado

para o modo de leitura de luminescéncia.

Exemplo 2: Estabilidade dos duplexes altimero:ARN

Os solicitantes demonstram neste documento que oS
oligonucledétidos "altimeros"™ ANA/ADN (por exemplo FANA/ADN)
formam duplex com o ARN alvo (Tabelas 1 & 2), e que a
temperatura de fusdo para estes ADN quiméricos se
correlaciona directamente com o seu contetdo em FANA.
Estudos anteriores tinham demonstrado que o AON de 2'-OMe-
ARN também alvejava o ARN com uma maior afinidade do que o
correspondente AON de ADN. No entanto, os AON de esqueleto

misto 2'-OMe-ARN/ADN (com as SEQ ID No: 8 a 10) apenas



evidenciavam afinidades de ligacdo térmicas semelhantes ou
inferiores em relacdo ao ARN alvo, em comparacdo com o AON

de ADN apenas (SEQ ID NO: 1).

Tabela 1. Altimeros AON altimeros e a sua formagdo de

duplex com acido octadeca-riboadenilico (r-A;g).

ou SEQ Sequéncia de AON® Pf (°C)

5

T, F, e u referem-se, respectivamente, ao
nucledétido natural 2'-desoxi-ribotimidina, ao
nucledétido 2'-desoxi-2'-fluoro-D-arabinotimidina, e
ao nucledtido 2'-0-metil-D-utidina. Pf é a
temperatura de fusdo do duplex AON/ARN, que &
definida como sendo a temperatura a qual metade da
populacdo (50 %) de moléculas estdo em duplexes
(AON/ARN), sendo as restantes de cadeia tnica (AON +
ARN) . Deste modo os valores de Pf sdo indicacdes da

stabilidade do duplex AON/ARN

Exemplo 3: Capacidade dos AON da invengdo para

originar degradagdo por ARNase H de ARN alvo



Estudos com AON com esqueleto misto sugerem que a
capacidade destes AON para originarem a degradacdo do ARN
alvo por ARNase H in vitro permite prever a capacidade
destes AON para inibirem a expressdo intracelular de genes
(Monia, B.P. et al. J. Biol. Chem. 1993, 268, 14514;
Gutierrez, A.J. et al., Biochemistry 1997, 36, 743;
Flanagan, W.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 1999,
96, 3513). Os solicitantes avaliaram portanto os duplexes
dos diversos AON listados na Tabela 1 1ligados a ARN
complementar como substratos para a ARNase HI de E. coli e
a ARNase HII humana. A Figura 2 ilustra o facto de todas as
quimeras FANA/ADN induzirem a clivagem do ARN alvo por
ARNase HII humana. A eficiéncia de clivagem pela ARNase H
aumentava quando aumentava a dimensdo dos segmentos
alternantes de ADN adentro do fundo em FANA. Verificou-se
uma actividade oéptima com a SEQ ID NO: 5, que inclui
segmentos trinucleotidicos alternantes de FANA e de ADN. A
capacidade deste AON "altimero" para originar a degradacédo
por ARNase HII humana do ARN alvo era significativamente
melhor do que a da SEQ ID NO: 1 completamente constituida
por ADN. Para além disto, esta caracteristica da SEQ ID NO:
5 foili melhorada em relacdo a de FANA/ANA/FANA com a SEQ ID

NO: 7 (Figura 3).

Ao contrario do AON "altimero" constituido por
FANA e ADN, um AON semelhante (SEQ ID NO: 8 e 9) incluindo
2'-0-metil-ARN e ADN mostrava apenas uma capacidade fraca
para originar a degradacdo por ARNase H do ARN alvo (Figura

3).



Exemplo 4: Efeito de oligonucledétidos de sentido

reverso sobre a expressdo de luciferase.

Foram preparados diversos oligonucledtidos e
caracterizados quanto a sua ligacdo a um alvo de ARN
codificando para luciferase, e determinou-se o sue efeito
sobre a expressdo da luciferase, tal como se descreveu
acima. Apresentam-se os resultados na Tabela 2. Com a
excepcdo dos controlos "misturados"™ e "ndo emparelhados"”
que se ilustram adiante, todos 0s oligonucledtidos
incluindo FANA/ADN, os segmentos alternantes exibiam uma
inibicédo significativa da actividade de luciferase.
Enquanto essa inibicdo era médxima pata um oligonucledtido
com segmentos alternantes de 3-nucledbdétidos (SEQ ID NO: 12),
também se observou nos casos em que se adicionavam em
flanqueio nucledtidos de 2'-metoxi-ARN, a um
oligonucledétido alternante de FANA/ADN (por exemplo SEQ ID
NO: 15 e a 16). Os oligonuclebétidos incluindo segmentos
alternantes FANA/ADN eram superiores neste aspecto a
oligonucledétidos de ADN puro (SEQ ID NO: 11) ou um
oligonucledtido de 2'-metoxi-ADN - 2'-metoxi ARN
"falhémero" (“gapmer”, (SEQ ID NO: 20) gque apenas exibia
niveis muito marginais de inibicdo quando comparado com 08

oligonucledétidos de controlo.

Tabela 2: Propriedades Fisicas e Bioldgicas de

Oligonucledétidos AON

'SEQ ID N¢: Sequéncia de AON®




controlo de altimero
isturado)
2'0Me-AUAU] -cc-TT-gt-
~ta [2'OMe-UCCC]
2'0Me-AUAU] -CCT-tgt-CG-
a-[2'0OMe-UCCC]
2'0Me-AUAU] -CCTTG-
cgta-[2'0OMe-UCCC]
2'0Me-AUAU] ~-CCTTGTCGTA-
2'OMe-UCCC]
2'0OMe-AUAA] -cct-tTt-
t-A-[2'0OMe-ACCC]

controlo por

2'0OMe-AUAU] -ccttgtcgta-
2'0OMe-UCCC]

As minusculas referem ADN; as maiusculas A
‘maiusculas dentro de parénteses quadrados, 2'-OMe-ARN. Todos o
AON s&o fosforotioatos (todas as ligacdes sdo PS). "Constantes d
gpseudo primeira ordem para a hidrélise mediada por ARNase-HII d
ARN alvo quando em duplex com AON. °A coluna "actividade d
‘luciferase (%)" contém a actividade como luciferase expressa e
gpercentagem em relacdo a actividade como luciferase na auséncia d
AON. A concentracdo de AON era de 250 nM. N.a.=ndo aplicéavel

d ndo determinado
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<120>

<130>

<150>

<151>
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<170>

<210>

<211>

<212>
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<220>
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1

18

ADN

Artificial

Oligonucledétido

1

ttttttttttttttttt 18

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

2
18
ADN

Artificial

Oligonucledtido

SEGMENTOS



<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

caracteristica miscelédnea

(1)..(18)

Os residuos 1 a 18, sdo 2'-desoxi-2'-
fluoroarabinotimidina

2

nnnnnnnnnnnnnnnnnn 18

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

3
18
ADN

Artificial

Oligonucledtido

caracteristica miscelédnea

(1) ..(17)

Os residuos 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17

sdo 2'-desoxi-2'-fluoroarabinotimidina

caracteristica miscelédnea
(1)..(17)
Os residuos 1, 3, 5, 7; 9, 11, 13, 15

sdo 2'-desoxi-2'-fluoroarabinotimidina

e 17



<400> 3

ntntntntntntntntnt 18

<210> 4
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> 0Os residuosl, 2, 5, o6, 9, 10, 13, 14, 17 e

18 sdo 2'-desoxi-2'-fluoroarabinotimidina

<400> 4

nnttnnttnnttnnttnn 18

<210> 5
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea



<222> (1)..(15)

<223> 0Os residuos 1-3, 7-9 e 13-15 s&do 2'-desoxi-

2'-fluoroarabinotimidina

<400> 5

nnntttnnntttnnnttt 18

<210> 6
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> 0s residuos 1-4, 8-11 e 15-18 sé&o

desoxi-2'-fluoroarabinotimidina

<400> 6

nnnntttnnnntttnnnn 18

<210> 7
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>



<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> 0Os residuos 1-6 e 13-18 s&o 2'-desoxi-2'-

fluorocarabinotimidina

<400> 7

nnnnnnttttttnnnnnn 18

<210> 8
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1) ..(17)

<223> 0Os residwos 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 e 17

sdo 2'-O-metil-D-uridina

<400> 8

ututututututututut 18

<210> 9

<211> 18



<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1) ..(15)

<223> 0s residuos 1-3, 7-9, e 13-15 sdo 2'-0-

metil-D-uridina.

<400> 9

uuutttuuutttuuuttt 18

<210> 10
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1)..(18)

<223> 0s residuos 1-6 e 13-18 s&do 2'-O-metil-D-

uridina

<400> 10



uuuuuuttttttuuuuuu 18

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

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> 0s residuos 1-18 estdo ligados por ligacodes

fosforotioato

<400> 11

atatccttgtcgtatccc 18

<210> 12
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>
<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(15)



<223> 0Os residuos 2, 7, 8, 13 e 15 sdo 2'-desoxi-
2'-fluoroarabinotimidina; os residuos 1, 3
e 14 s&do 2'-desoxi-2"'-
fluoroarabinoadenosina; o residuo 9 é 2'-

desoxi-2'-fluoroarabinoguanosina

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1)..(18)

<223> 0Os residuos 1-18 estdo ligados por ligacdes

fosforotioato

<400> 12

nnntccnnntcgnnnccc 18

<210> 13
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1)..(8)

<223> 0s residuos 1 e 3 sdo 2'-desoxi-2'-
fluorocarabinotimidina; os residuos 2, 4, 7

e 8 S&o 2'-desoxi-2"-



fluoroarabinoadenosina; o0s residuos 5 e 6

sdo 2'-desoxi-2'-fluoroarabinociytidina

<220>

<221> caracteristica miscelédnea

<222> (1)..(18)

<223> 0s residuos 1-18 estdo ligados por ligacdes
fosforotioato

<400> 13

nnnnnnnngtcgtatccc 18

<210> 14

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelédnea

<222> (1) ..(17)

<223> 0s residuos 2, 8 e 13 sdo 2'-desoxi-2'-

<220>

fluoroarabinotimidina; os residuos 3 e 5
sédo 2'-desoxi-2'-fluoroarabinoadenosina;
0os residuos 12 e 16-18 sdo 2'-desoxi-2'-

fluoroarabinocitidina



<221> caracteristica miscelénea
<222> (1) ..(17)
<223> 0Os residuos 1-17 estdo ligados por ligacdes

fosforotioato

<400> 14

nngctnnncannngann 17

<210> 15
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1)..(18)

<223> 0s residuos 1 e 3 sd3o 2'-O-metil-D-
adenosina; os residuos 2, 4 e 15 sdo 2'-0-
metil-D-uridina; os residuos 16-18 sdo 2'-
O-metil-D-citidina; os residuos 7 e 8 séo
2'-desoxi-2'-fluoroarabinotimidina; o
residuo 11 é 2'-desoxi-2"'-
fluorcarabinocitidina; o residuo 12 & 2'-

desoxi-2'-fluoroarabinoguanosina

<220>

<221> caracteristica miscelénea



<222> (1)..(18)
<223> 0s residuos 1-18 estdo ligados por ligacdes

fosforotioato

<400> 15

auauccnngtnntauccc 18

<210> 16
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> O0s residuos 1 e 3 s&do 2'-O-metil-D-
adenosina; os residuos 2, 4 e 15 sdo 2'-0-
metil-D-uridina; os residuos 16-18 sdo 2'-
O-meiyl-D-citidina; o residuo 7 & 2'-
desoxi-2'-fluoroarabinotimidina; 0s
residuos 5, 6 e 11 s&do 2'-desoxi-2'-
fluoroarabinocitidina; o residuo 12 é 2'-

desoxi-2'-fluoroarabinoguanosina

<220>
<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)



<223> 0Os residuos 1-18 estdo ligados por ligacodes

fosforotioato

<400> 16

auvaunnntgtnntauccc 18

<210> 17
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> O0Os residuos 1 e 3 sdo 2'-O-metil-D-
adenosina; os residuos 2, 4 e 15 sdo 2'-0-
metil-D-uridina; os residuos 16-18 sdo 2'-
O-metil-D-citidina; os residuos 7 e 8 séo
2'-desoxi-2'-fluorocarabinotimidina; 0s
residuos 5 e 6 séo 2'-desoxi-2"-
fluorcarabinocitidina; o residuo 9 é 2'-

desoxi-2'-fluoroarabinoguanosina

<220>
<221> caracteristica miscelédnea

<222> (1)..(18)



<223> 0Os residuos 1-18 estdo ligados por ligacodes

fosforotioato

<400> 17

auvaunnnnntcgtauccc 18

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

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica miscelénea

<222> (1)..(18)

<223> O0Os residuos 1 e 3 sdo 2'-O-metil-D-
adenosina; os residuos 2, 4 e 15 sdo 2'-0-
metil-D-uridina; os residuos 16-18 sdo 2'-
O-metil-D-citidina; os residuos 7, 8, 10 e
13 s&o 2'-desoxi-2'-fluoroarabinotimidina;
o residuo 14 é 2'-desoxi-2"-
fluoroarabinoadenosina; os residuos 5, 6 e
11 s&o 2'-desoxi-2'-fluoroarabinocitidina;
os residuos 9 e 12 s&do 2'-desoxi-2'-

fluoroarabinoguanosina

<220>

<221> caracteristica miscelénea



<222>

<223>

<400>

(1)..(18)
Os residuos 1-18 estdo ligados por ligacdes

fosforotioato

18

auaunnnnnnnnnnuccc 18

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

19
18
ADN

Artificial

Oligonucledtido

caracteristica miscelénea

(1)..(18)

Os residuos 1, 3, 4 e 16 s&do 2'-O-metil-D-
adenosina; o residuo 2 é 2'-O-metil-D-
uridina; os residuos 17-19 sdo 2'-O-metil-
D-citidina; os residuos 9 e 12 sdo 2'-
desoxi-2'-fluoroarabinotimidina; o residuo

14 é 2'-desoxi-2'-fluoroarabinoadenosina

caracteristica miscelénea
(1) ..(18)
Os residuos 1-18 estdo ligados por ligacdes

fosforotioato



<400> 19

auaaccttntcntnaccc 18

<210> 20
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1)..(18)

<223> O0s residuos 1 e 3 sdo 2'-O-metil-D-
adenosina; o0s residuos 2, 4 e 15 sdo 2'-0-
metil-D-uridina; os residuos 16-18 sdo 2'-0-

metil-D-citidina

<220>

<221> caracteristica misceléanea

<222> (1)..(18)

<223> 0s residuos 1-18 estdo ligados por ligacdes

fosforotioato

<400> 20

auvauccttgtcgtauccc 18

<210> 21
<211> 18



<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledétido da ARN alvo

<400> 21

aaaaaaaaaaaaaaaaaa 18

<210> 22
<211> 22
<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledétido da ARN alvo

<400> 22

aagggauacgacaaggauauaa 22

Lisboa, 29 de Janeiro de 2009
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REIVINDICACOES

1. Um oligonucledsido incluindo um primeiro e
um Segundo segmentos alternantes, em qgque o ©primeiro
segmento referido inclua pelo menos um arabinonucledsido,
em que o segundo segmento referido inclua pelo menos um 2'-
desoxi-ribonucledésido, em gque o oligonucledsido referido
inclua pelo menos 2 de cada um dos referidos primeiro e
Segundo segmentos incluindo portanto pelo menos 4 segmentos
alternantes, em que o numero de residuos em cada um dos
primeiros segmentos e em cada um dos segundos segmentos
possa ser O mesmo ou ser variavel de um segmento para outro
e néao sendo o oligonucledsido referido S-
ATATCCTTgTCgTATCCC, em que N= 2'-desoxi-2'-fluoro-beta-D-
arabinonucleétido (nucledtido FANA); n= nucledtido de ADN;

S-= ligac¢des contendo fosforotioato.

2. O oligonucledésido da reivindicacdo 1, no
qual (a) o oligonucledbsido referido contenha também uma
ligacdo internucledésido que inclua um fosfato, sendo
portanto um oligonucledtido, (b) em que o arabinonucledsido
referido inclua um fosfato a ele ligado sendo portanto um
arabinonucledétido, (c) em que o vreferido 2'-desoxi-
ribonuclebésido inclua um fosfato a ele 1ligado, sendo
portanto um 2'-desoxi-ribonucledétido, ou (d) qualguer

combinacdo de (a) a (c).

3. O oligonucledtido da reivindicacdo 2, em que
o arabinonucledétido referido seja capaz de adoptar uma

conformacdo semelhante a do ADN.

4, O oligonucledétido da reivindicacgdo 2, em que

0s segmentos referidos contenham cada um deles



2

independentemente 1 a 6 arabinonucledétidos ou 2'-desoxi-

ribonucledétidos.
5. O oligonucledétido da reivindicacédo 4, em que
0s segmentos referidos contenham cada um deles

independentemente 2 a 5 arabinonucledbdétidos ou 2'-desoxi-

ribonucledtidos.

6. O oligonucledétido da reivindicacdo 5 em que
os referidos segmentos contenham independentemente 3 a 4

arabinonucledétidos ou 2'-desoxi-ribonucledtidos.

7. O oligonucledtido da reivindicacdo 6, em que
os referidos segmentos contenham independentemente 3

arabinonucledétidos ou 2'-desoxi-ribonucledtidos.

8. O oligonucledtido da reivindicacdo 2, em que
o oligonucledétido referido tenha uma estrutura seleccionada

de entre o conjunto constituido por

a)

(Ax-Di)n T
b)

(Di-Ax)n 1
c)

(Ax-Di)m-Ax-Di-Ax IIT
d)

(Di-Ax)m-Di-Ax-Di IV



em que cada um de entre m, x e 1 seja
independentemente um inteiro maior ou igual a 1, n seja um
inteiro maior ou igual a 2, A seja um arabinonucledétido e D

seja um 2'-desoxi-ribonucledtido.

9. O oligonucledétido da reivindicacédo 2, em que
o arabinonucledétido inclua um substituinte 2' seleccionado
de entre o conjunto constituido pelos grupos fluoro,
hidroxilo, amino, ciano, azido, -CH=CH,, -C=CH, alquilo,

alquilo funcionalizado, alcoxilo e alcoxilo funcionalizado.

10. O oligonucledétido da reivindicacgédo 9, em que

o grupo alquilo referido seja um grupo alquilo Ci-Cg

11. O oligonucledétido da reivindicacdo 10, em
que o referido grupo alquilo C;-Cs seja seleccionado de
entre o conjunto constituido pelos grupos metilo, etilo e

propilo.

12. 0O oligonucledétido da reivindicagédo 9, em que
o grupo alquilo funcionalizado referido seja seleccionado
de entre o conjunto constituido pelos grupos metilamino,

etilamino e propilamino,

13. O oligonucledtido da reivindicacdo 9, em que
0 grupo alcoxilo referido seja seleccionado de entre o
conjunto constituido pelos grupos metoxilo, etoxilo e

propoxilo.

14. 0O oligonucledétido da reivindicagédo 9, em que
o grupo alcoxilo funcionalizado referido seja -0(CHz)4-R,
em que g = 2, 3 ou 4 e -R seja seleccionado de entre o

conjunto constituido pelos grupos -NH,, -0OCH;, e -OCH,CHs;.



15. 0O oligonucledétido da reivindicacdo 9, em que

0 substituinte 2' seja fluoro.

16. O oligonucledésido da reivindicacgédo 1, em que

o oligonuclebésido referido contenha uma ou mais ligacgdes

internucledsido seleccionadas de entre o) conjunto

constituido por:

a) fosfodiéster;

b) fosfotriéster;

c) fosforotioato;

d) fosforoditioato;

e) Rp-fosforotioato;

f) Sp-fosforotioato;

g) boranofosfato;

h) 3'-tioformacetal

1) metileno (metilimino):;

Jj) amida;

k) metilfosfonato;

1) fosforamidato (5'P-N3'); e

m) qualquer combinacdo de (a) a (1).
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17. O oligonucledétido de qualquer uma das
reivindicacdes 2-15, em que o oligonucledtido referido seja

constituido por 30 ou menos nucledtidos.

18. O oligonucledétido da reivindicacdo 17, em
que o oligonucledtido referido seja constituido por 8 a 25

nucledtidos.

19. O oligonucledétido da reivindicacdo 18, em
que o oligonucledétido referido seja constituido por 18
nucleodtidos.

20. O oligonucledétido da reivindicacdo 8, em que
o oligonucledétido referido tenha a estrutura I em que x=1,

i=1 e n=9, apresentando portanto a estrutura:

A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D.

21. O oligonucledétido da reivindicacdo 8, em que
o oligonucledétido apresente a estrutura II em que x=1, i=1
e n=9, apresentando portanto a estrutura:

D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A-D-A.

21. O oligonucledtido da reivindicacdo 8, em que
o oligonucledétido referido apresente a estrutura III em que
x=2, 1=2 e m=3, apresentando portanto a estrutura:

A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A.

23. 0 oligonucledétido da reivindicacdo 8, em que
o oligonucledétido referido tenha a estrutura IV em que x=2,

i=2 e m=3, apresentando portanto a estrutura:

D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D-A-A-D-D.
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24. 0O oligonucledétido da reivindicacdo 8, em que
0 oligonucledétido referido tenha a I em que x=3, i=3 e n=3,

apresentando portanto a estrutura:

A-A-A-D-D-D-A-A-A-D-D-D-A-A-A-D-D-D.
25. 0 oligonucledtido da reivindicacdo 8, em que
o referido oligonucledétido tenha a estrutura II em gque x=3,

i=3 e n=3, apresentando portanto a estrutura:

D-D-D-A-A-A-D-D-D-A-A-A-D-D-D-A-A-A.

26. O oligonucledtido da reivindicacdo 8, em que
o referido oligonucledétido tenha a estrutura referida III

em que x=4, i=3 e m=1, apresentando portanto a estrutura:

A-A-A-A-D-D-D-A-A-A-A-D-D-D-A-A-A-A.

27. 0 oligonucledtido da reivindicacdo 8, em que
o referido oligonucledétido tenha a estrutura referida IV em

que x=4, i=3 e m=1, apresentando portanto a estrutura:

D-D-D-D-A-A-A-D-D-D-D-A-A-A-D-D-D-D.

28. O oligonucledsido da reivindicacéo 1,
incluindo também um terceiro segmento que inclui um
nuclebdsido modificado, em que o terceiro segmento referido
seja adjacente a (a) o terminal 5' dos referidos primeiro e
segundo segmentos alternantes, (b) o terminal 3' dos
referidos primeiro e segundo segmentos alternantes, ou (c)

tanto (a) como (b).

29. O oligonucledtido da reivindicacéo 2,
incluindo também um terceiro segmento gue contenha um
nucledétido modificado, em que o terceiro segmento referido

seja adjacente a (a) o terminal 5' dos referidos primeiro e



segundo segmentos alternantes, (b) o terminal 3' dos
referidos primeiro e segundo segmentos alternantes, ou (c)

tanto (a) como (b).

30. O oligonucledétido da reivindicacdo 29, em
que o nucledtido modificado referido seja um ribonucledtido

modificado.

31. O oligonucledétido da reivindicacdo 30, em
que o ribonucledbétido modificado referido inclua uma

modificacdo na sua posicdo 2'.

32. 0 oligonucledétido da reivindicacdo 30, em
que a modificacdo em 2' referida seja seleccionada de entre
o conjunto constituido pelos grupos metoxilo, metoxietilo,

fluoro e propilamino.

33. O oligonucledétido de qgualquer uma das
reivindicacgdes 2-15, 17-27 e 29-32, em que o referido
oligonucledtido seja de sentido reverso em relacdo a um ARN

alvo.

34. Um método de impedir ou diminuir a
translacdo, a transcricdo reversa e/ou a replicacdo de um
ARN alvo, incluindo o método referido levar-se ao contacto
o ARN alvo referido com o oligonucledtido de qualquer uma
reivindicacgdes 2-15, 17-27 e 29-33, em que o método
referido ndo seja um método terapéutico praticado no corpo

humano ou de um animal.

35. Um método de induzir a clivagem mediada por
ARNase H de um ARN alvo, incluindo o método referido levar-
se ao contacto o referido ARN alvo com o de qualguer uma

das reivindicacgdes 2-15, 17-27 e 29-33, em que o método



referido ndo seja um método terapéutico praticado no corpo

humano ou de um animal.

36. O método da reivindicacdo 35, em que a
referida clivagem mediada por ARNase H seja levada a cabo
devida a actividade da ARNase associada com uma

transcriptase reversa de um virus.

37. O método da reivindicacdo 36, em gue o virus

seja um virus humano patogénico.

38. O método da reivindicacédo 37, em gue o virus
humano patogénico seja seleccionado de entre o conjunto

constituido por HIV e os hepadnavirus.

39. 0O método da reivindicacdo 38 em que o HIV
seja seleccionado de entre o conjunto constituido por HIV-1

e HIV-2.

40. O método da reivindicacdo 38 em que o

hepaADNvirus seja o virus da hepatite B.

41. O método da reivindicacdo 38, em que a
referida clivagem mediada por ARNase H seja devido a
actividade de ARNase associada com um enzima ARN H com

origem em procariotas ou em eucariotas.

42. O método da reivindicacdo 41, em que a

ARNase H eucaridtica seja uma ARNase H de mamiferos.

43. 0O método da reivindicacdo 42, eu dque a

ARNase H eucaridtica seja uma ARNase H humana.
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44, 0O método da reivindicacdo 43, em que a
ARNase H humana seja seleccionada de entre o conjunto

constituido por ARNase Hl e ARNase H2.

45. Um método de impedir ou diminuir a
translacdo, a transcricdo reversa e/ou a replicacdo de um

ARN alvo, incluindo este método:

a) levar-se o ARN alvo referido ao contacto
com o oligonucledétido de qualquer uma das

reivindicacbes 2-15, 17-27 e 29-33; e

b) permitir-se a clivagem do referido AR alvo

pela ARNase H,

em que o método referido ndo seja um método

terapéutico praticado no corpo humano ou de um animal.
46. Um método de levar a cabo um processo, em
que o processo referido seja seleccionado de entre o

conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo;

(b) se impedir ou se diminuir a translacédo de

um ARN alvo;

(c) se dimpedir ou se diminuir a transcricéo

reversa de um ARN alvo;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacédo de

um ARN alvo;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo;
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(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo; e

(g) qualquer combinacdo de (a) a (f);

incluindo o método referido levar-se o referido
ARN alvo ao contacto com o oligonucledtido de qualguer uma
das reivindicacgdes 2-15, 17-27 e 29-33, em que o método
referido ndo seja um método terapéutico praticado no corpo

humano ou no de um animal.
47. Um método para se levar a cabo um processo,
em que o processo referido seja seleccionado de entre o

conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo;

(b) se impedir ou se diminuir a translacdo de

um ARN alvo;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricéo

reversa de um ARN alvo;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacdo de

um ARN alvo;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo; e

(g) qualquer combinacdo de (a) a (f);
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incluindo o método referido introduzir-se o
oligonucledtido de qualquer uma das reivindicacgdes 2- 15,
17-27 e 29-33, em que o método referido ndo seja um método

terapéutico praticado no corpo humano ou no de um animal.

48. Uma composicdo que inclua o oligonucledtido
de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 2-15, 17-27 e
29-33 misturado com um veiculo aceitédvel do ponto de vista

farmacéutico.

49, A composicdo da reivindicacdo 48, em que a
composicéo referida se destina a uma utilizacéo

seleccionada de entre o grupo constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo num sistema;

(b) se impedir ou se diminuir a translacédo de

um ARN alvo num sistema;

(c) se dimpedir ou se diminuir a transcricéo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacédo de

um ARN alvo num sistema;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo num sistema;

(9) se impedir ou tratar uma doenca
relacionada com um RNA alvo num sistema; e

(h) gqualquer combinacdo de (a) a (g).
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50. Uma embalagem comercial incluindo o)
oligonucledtido de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 2-15,17-27 e 29-33 em conjunto com

instrucdes para a sua utilizacéo.

51. A embalagem comercial da reivindicacdo 50,
em que as 1instrucdes referidas se destinam a utilizacdes

seleccionadas de entre o conjunto constituido por:

(a) se induzir uma clivagem mediada por ARNase

de um ARN H alvo num sistema;

(b) se impedir ou se diminuir a translacdo de

um ARN alvo num sistema;

(c) se impedir ou se diminuir a transcricéo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) se impedir ou se diminuir a replicacdo de

um ARN alvo num sistema;

(e) se detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) se wvalidar um gene alvo correspondente a

um ARN alvo num sistema;

(g) se impedir ou tratar uma doenca

relacionada com um RNA alvo num sistema; e

(h) gqualquer combinacdo de (a) a (g).

52. A utilizacdo do oligonucledtido de qualqgquer

uma das reivindicacg¢bes 2-15, 17-27 e 29-33 na preparacdo de

um medicamento para impedir ou para diminuir a translacédo,
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a transcricdo reversa e/ou a replicacdo de um ARN alvo num
sistema, em que o vreferido oligonucledtido entre em

contacto como ARN alvo referido.

53. A utilizacdo da reivindicacdo 52, em que o
sistema referido seja seleccionado de entre o conjunto

constituido por uma célula, um tecido ou um sujeito.

54. A utilizacdo da reivindicacdo 53, em que a
célula, o tecido ou o sujeito que se referiram sejam uma

célula, um tecido ou um sujeito mamiferos.

55. A utilizacdo da reivindicacdo 53, em que oS
referidos célula, tecido ou sujeito sejam respectivamente

uma célula, um tecido ou um sujeito humanos.

56. A utilizacdo do oligonucledétido de qualquer
uma das reivindicacgbes 2-15, 17-27 e 29-33 na preparacdo de
um medicamento para induzir a clivagem mediada por ARNase H
de um ARN num sistema, em que o referido oligonucledtido
entre em contacto com o ARN referido.

57. A utilizacdo da reivindicacdo 56, em que a
referida clivagem mediada por ARNase H seja levada a cabo
pela actividade da ARNase H associada com a transcriptase

reversa de um virus.

58. A utilizacdo da reivindicacdo 57, em que o

virus seja um viris patogénico humano.

59. A utilizacdo da reivindicacdo 58 em que o
virus patogénico humano seja seleccionado de entre o

conjunto constituido por HIV e hepadnavirus.
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60. A utilizacdo da reivindicacdo 59 que o HIV
seja seleccionado de entre o conjunto constituido por HIV-1

e HIV-2.

6l. A utilizacdo da reivindicacdo 59 em que o

hepadnavirus seja o virus da hepatite B.

62. A utilizacdo da reivindicacdo 56, em que a
referida clivagem mediada por uma ARNase H seja levada a
cabo por uma actividade de ARNase H associada com um enzima

ARNase H com origem eucaridtica.

63. A utilizacdo da reivindicacdo 62, em que a

ARNase H eucaridtica seja uma ARNase H de mamiferos.

64. A utilizacdo da reivindicacdo 63, em que a

ARNase H eucaridtica seja uma ARNase H humana.

65. A utilizacdo da reivindicacdo 64, em que a
ARNase H humana seja seleccionada de entre o conjunto

constituido por ARNase H1l e ARNase H2.

66. A utilizacdo do oligonucledétido de qualqguer
uma das reivindicacdes 2-15, 17-27 e 29-33 para a
preparacdo de um medicamento para impedir ou diminuir a
translacdo a transcricdo reversa e/ou a replicacdo de um

ARN alvo num sistema, em que:

a) o referido ARN alvo entre em contacto com o

referido oligonucledtido; e

b) uma ARNase H clive o referido ARN alvo.

67. A utilizacdo do oligonucledétido de qualqguer

uma das reivindicacgdes 2-15, 17-27 e 29-33 na preparacido de
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um medicamento para levar a cabo um processo seleccionado

de entre o conjunto constituido por:

(a) induzir uma clivagem mediada por ARNase de

um ARN H alvo num sistema;

(b) impedir ou se diminuir a translacdo de um

ARN alvo num sistema;

(c) dimpedir ou se diminuir a transcricéo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) dimpedir ou se diminuir a replicacdo de um

ARN alvo num sistema;

(e) detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) wvalidar um gene alvo correspondente a um

ARN alvo num sistema;

(g) dimpedir ou tratar uma doenca relacionada

com um RNA alvo num sistema; e

(h) gqualquer combinacdo de (a) a (g);

em que o referido oligonucledtido entre em

contacto com o ARN alvo referido.

68. A utilizacdo do oligonucledétido de qualguer
uma das reivindicacgbes 2-15, 17-27 e 29-33 na preparacido de
um medicamento para levar a cabo um processo seleccionado

de entre o conjunto constituido por:
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(a) induzir uma clivagem mediada por ARNase de

um ARN H alvo num sistema;

(b) impedir ou se diminuir a translacdo de um

ARN alvo num sistema;

(c) impedir ou se diminuir a transcricéo

reversa de um ARN alvo num sistema;

(d) impedir ou se diminuir a replicacdo de um

ARN alvo num sistema;

(e) detectar a presenca de um ARN alvo num

sistema;

(f) wvalidar um gene alvo correspondente a um

ARN alvo num sistema;

(g) impedir ou tratar uma doenca relacionada

com um RNA alvo num sistema; e

(h) qualguer combinacido de (a) a (g):

em que o) referido oligonucledtido seja

introduzido no sistema referido.

Lisboa, 29 de Janeiro de 2009
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