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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"PREPARACAO DE APTAMERO".

Campo da Técnica

[001] A presente invencdo refere-se a uma preparagdo de
aptamero, particularmente uma preparacédo de aptamero contendo um
aptamero para um fator de crescimento de fibroblasto basico (FGF2)
como um ingrediente ativo.

Técnica Antecedente

[002] Nos ultimos anos, aplicacbes de aptameros de RNA a
medicamentos, reagentes de diagnostico e reagentes de teste vém
chamando atencéo e alguns aptameros de RNA j& estavam no estagio
de estudo clinico ou uso pratico. O primeiro farmaco de aptamero de
RNA do mundo, Macugen (marca registrada) (nome geral: pegaptanibe
sédico), foi aprovado como um farmaco terapéutico para a degeneracéo
macular relacionada a idade em dezembro de 2004 nos EUA e em julho
de 2008 no Japdo. Macugen (marca registrada) contém um aptamero
contra VEGF como o organismo vivo. O aptamero € composto de um
oligonucleotideo sintético consistindo em 28 moléculas de acido
nucleico e um derivado de polietilenoglicol (PEG) é ligado ao 5'-terminal
do mesmo.

[003] A forma de dosagem de Macugen (marca registrada) é uma
injecdo com seringa pré-cheia e ela € injetada no corpo vitreo. A mesma
€ uma injecdo aquosa que é incolor a levemente colorida e contém
hidrogeno fosfato de sédio, di-hidrogeno fosfato de sédio, um agente
isotdnico e um ajustador de pH. Foi mostrado que esta formulagcédo de
preparacdo € estavel por 6 meses em um teste acelerado a 25+2°C e
por 36 meses em um teste de armazenamento a longo prazo a 5£3°C
(documento que néo de patente 1).

[004] Por outro lado, no momento do depdsito do presente pedido,

nao existiu nenhum produto farmacéutico exceto Macugen (marca
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registrada) que contivesse um aptamero como o ingrediente ativo e nao
se sabe de maneira alguma qual formulacdo de preparacdo é
apropriada para as preparacoes de aptamero.

[005] O Requerente esta desenvolvendo um produto farmacéutico
contendo um aptamero para FGF2 como um ingrediente ativo e
aplicavel a degeneracdo macular relacionada a idade, acondroplasia e
dor do cancer (documentos de patente 1 e 2). No processo de
desenvolver uma preparacdo de aptamero de FGF2, os presentes
inventores obtiveram resultados de que uma formulagao de preparagao
considerada ser quase a mesma como Macugen (marca registrada) e
uma formulacdo de preparacédo contendo solugcéo salina tamponada
com fosfato (PBS) como um meio ndao podem manter a atividade do
aptamero de FGF2.

Lista de Documentos

Documentos de Patente
[006] documento de patente 1: WO 2011/099576
[007] documento de patente 2: WO 2015/147017

Documento de ndo patente

[008] documento de nao patente 1. Pharmaceutical product
interview form, age-related macular degeneration therapeutic agent
Macugen (registered trade mark) intravitreal injection kit 0,3 mg,
March 2015 (revised 5th edition)

Sumario da Invencéao

Problema Técnico

[009] Portanto, a presente invencao visa fornecer uma formulagéo
de preparacdo capaz de manter estavelmente a atividade de um
aptamero, particularmente um aptamero para FGF2, por um longo
prazo, fornecendo desse modo uma preparacao farmacéutica contendo
um aptamero, particularmente um aptamero de FGF2, como um

ingrediente ativo.
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Solucdo para o Problema

[010] Os presentes inventores conduziram estudos intensos em
uma tentativa de obter o propésito mencionado acima e constataram
condicbes de preparacao ideais para o aptamero de FGF2, o que
resultou na concluséo da presente invencao.

[011] Consequentemente, a presente invencao fornece o seguinte.

[1] Um liquido aquoso compreendendo um aptamero ou
um sal do mesmo que se liga a FGF2 e um osmorregulador néao
eletrolitico, em que o aptamero ou um sal do mesmo é estavel por um
longo prazo.

[2] O liquido aquoso de [1], em que o liquido é
substancialmente livre de um eletrolito exceto o aptamero anteriormente
mencionado ou um sal do mesmo.

[3] O liquido aquoso de [1], em que o0 aptamero
anteriormente mencionado compreende uma sequéncia de nucleotideo
representada pela formula (1) seguinte (em que uracila € opcionalmente
timina):

N'GGAN?ACUAGGGCN3UUAAN*GUNSACCAGUGUNS® (1)

(em que N! e N® sdo todos independentemente quaisquer O
a varias bases, e

N2, N3, N* e N® sdo independentemente qualquer uma base),

e € o0 (a) ou (b) sequinte:

(@ um aptdmero em que, nos nucleotideos contidos no
aptamero,

() a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
pirimidina € um atomo de flaor,

(i) a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
purina € um grupo hidréxi;

(b) o aptamero de (a), em que

() o atomo de fluor na posicao 2' da ribose de cada
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nucleotideo de pirimidina € independentemente néo substituida, ou
substituida por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo hidroxi e um grupo
metoxi,

(i) o grupo hidroxi na posicdo 2' da ribose de cada
nucleotideo de purina € independentemente n&o substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo metoxi e um atomo
de fltor.

[4] O liqguido aquoso de [1] ou [2], em que 0 aptamero
anteriormente mencionado compreende uma sequéncia de nucleotideo
representada pela férmula (3) seguinte:

N!GGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCN?®?
(3)

(em que N* e N®? sdo todos independentemente quaisquer O
a varias bases).

[5] O liquido aquoso de [1] ou [2], em que 0 aptamero
anteriormente mencionado compreende uma sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N°: 3, 8, 9, 10 ou 12.

[6] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [5], em que 0
aptamero tem uma concentragcéo de 1 a 60 mg/mL.

[7] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [6], em que O
osmorregulador é combinado em uma proporcao de 2 a 7,5% (p/v) do
liquido aquoso integral.

[8] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [7], em que O
osmorregulador € manitol.

[9] O liquido aquoso de [8], em que o manitol é contido em
1 a 50 mg por 1 mg do aptamero.

[10] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [9], em que O

liguido é armazenado em ndo mais do que 5°C.
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[11] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [10], em que
uma proporcdo de um aptamero monomerico é ndo menos do que 80%
depois do armazenamento a 4°C por 3 meses.

[12] O liguido aquoso de qualquer um de [1] a [11], em que
o liquido é uma injecéao.

[13] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [12], em que
o liquido é para prevenir ou tratar uma doenca acompanhada por
angiogénese, doenca dos 0sso0s ou cartilagens ou dor.

[14] Um método para prevenir ou tratar uma doenca
acompanhada por angiogénese, doenca dos 0ssos ou cartilagens ou
dor, compreendendo administrar o liquido aquoso de qualquer um de [1]
a [12] a um individuo.

[15] O liquido aquoso de qualquer um de [1] a [12] para o
uso na profilaxia ou tratamento de uma doenca acompanhada por
angiogénese, doenca dos 0sso0s ou cartilagens ou dor.

Efeitos Vantajosos da Invencdo

[012] De acordo com a presente invencdo, uma preparagcao de
aptamero facilmente manejavel pode ser fornecida porque um aptamero
para FGF2 ou um sal do mesmo que é o ingrediente ativo pode ser
estavelmente armazenada por um longo prazo na forma de um liquido
aquoso.

Descricao das Modalidades

[013] A presente invencgéo fornece uma preparagao farmacéutica
contendo um aptamero para FGF2 ou um sal do mesmo como um
ingrediente ativo, em que o aptamero ou um sal do mesmo é
estavelmente mantido por um longo prazo (em seguida também referida
como "a preparacao de aptamero da presente invencao"). Como usado
aqui, "estavel por um longo prazo" significa que a proporcdo de um
aptamero monomérico depois do armazenamento da preparacao

incluida em um frasco de vidro a 4°C por 3 meses € nao menos do que
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70%. A proporcdo do aptamero monomerico € um valor obtido
separando-se e detectando-se mondémeros e multimeros por
cromatografia de exclusdo por tamanho sob as condi¢cfes seguintes e
calculando-se a (area de pico dos monémeros)/(area de pico total de
mondmeros e multimeros)x100(%).

aparelho: ACQUITY UPLC H-Class Bio fabricado por Waters

detector: TUV detector fabricado por Waters

coluna: ACQUITY UPLC BEH200 SEC column fabricada por
Waters

concentracao da amostra: 0,2 mg/mL

volume de injecao: 5 uL

eluente: 10% de acetonitrila/PBS

vazao: 0,3 mL/min

temperatura da coluna: 25°C
[014] A preparacao de aptamero da presente invencédo contém um
aptamero para FGF2 ou um sal do mesmo como o ingrediente ativo e
um osmorregulador que néo de eletrdlito.
[015] Um aptamero se refere a uma molécula de acido nucleico
tendo uma atividade de ligacdo para uma molécula alvo particular. O
aptamero pode inibir a atividade de uma molécula alvo particular por
ligagdo a molécula alvo. O aptdmero a ser o ingrediente ativo da
preparacdo de aptamero da presente invencdo € um aptamero tendo
uma atividade de ligacdo a FGF2. Em uma modalidade preferida, o
aptamero é um aptamero que pode se ligar a FGF2 e inibir a ligacao
entre o receptor de FGF2 e FGF. Isto €, o aptamero tem uma atividade
inibitoria contra FGF2.
[016] O aptamero usado na presente invencao € um aptamero que
se liga a FGF2 e ainda preferivelmente um aptamero que pode se ligar
a FGF2 e inibir a ligacao entre o receptor de FGF2 e FGF. Se ou nédo o

aptamero usado na presente invencéao inibe a ligacao entre receptor de
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FGF2 e FGF pode ser avaliado por, por exemplo, um teste usando o
método de ressonancia plasménica de superficie tal como o Exemplo 1
e similares.

[017] Embora o aptamero para FGF2 néos seja particularmente
limitado, por exemplo, o aptamero descrito em WO 2015/147017,
especificamente, um aptamero contendo uma sequéncia de nucleotideo

representada pela férmula (1) seguinte (em que uracila é opcionalmente

timina):
N'GGAN?ACUAGGGCN3UUAAN*GUNPACCAGUGUNS® (1)
e € o0 (a) ou (b) sequinte:
(@) um aptamero em que, nos nucleotideos contidos no
aptamero,

() a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
pirimidina € um atomo de flaor,

(i) a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
purina € um grupo hidréxi;

(b) o aptamero de (a), em que

(i) o atomo de floor na posicédo 2' da ribose de cada
nucleotideo de pirimidina € independentemente ndo substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo hidréxi e um grupo
metoxi,

(i) o grupo hidroxi na posigdo 2' da ribose de cada
nucleotideo de purina € independentemente ndo substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo metoxi e um atomo
de fldor.

[018] Na férmula (1) mencionada acima, N! e N°® sdo todos
independentemente quaisquer 0 a varias bases e N2, N3, N* e N°® sdo

independentemente qualquer uma base. No presente relatério
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descritivo, "base" significa qualquer uma de adenina (A), guanina (G),
citosina (C), uracila (U) ou timina (T) que constitui um &cido nucleico.
[019] Embora o nimero de base de N! ndo seja particularmente
limitado contanto que um aptamero contendo uma sequéncia de
nucleotideo representada pela formula (1) se ligue a FGF2, o0 mesmo
pode ser, por exemplo, 0 acercade 10,0a9,0a8,0a7,0a6,0ab,
Oa4,0a3,0a?2e similares, preferivelmente 0 a 2.
[020] Similarmente, embora o nimero de base de N°® ndo seja
particularmente limitado, 0 mesmo pode ser, por exemplo, O a cerca de
10,0a9,0a8,0a7,0a6,0a5,0a4,0a3esimilares, preferivelmente
0al0,3a9,ou5as.
[021] Em uma modalidade preferida, na formula (1) mencionada
acima,

N! é G, GG, AG, C ou intervalo,

N2 é A ou U,

N3é G, Cou A,

N*é G, Cou U,

N°éGouU, e

N® é UUCN® ou AGUCN®?2 em que N®' e N® sio todos
independentemente quaisquer 0 a varias bases. Aqui, N* é um "intervalo"
e significa que N? é ausente na formula (1), isto €, N* é 0 base.
[022] Embora o nimero de base de N®! ndo seja particularmente
limitado, 0 mesmo pode ser, por exemplo, 0 a cercade 10,0a 7, 0 a 6,
0 a5, 0a4 e similares, preferivelmente 0 a5,1a5,ou2a4.
[023] Embora o nimero de base de N® também ndo seja
particularmente limitado, o mesmo pode ser, por exemplo, 0 a cerca de
10,0a7,0a5,0a4,0a3esimilares, preferivelmente 0 a5, 0a 4, ou
Oa3.
[024] Em uma outra modalidade preferida, na férmula (1)

mencionada acima,
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N! é G, GG, AG ou intervalo,

N2 é Aou U,

N3é G ou A,

N%é C ou U,

N°é Gou U,

N® & UUCN®! ou AGUCN®? em que N°®' e N®2 sdo como
definidos acima.
[025] Em uma modalidade preferida, o aptamero usado nha
presente inveng¢do contém uma sequéncia de nucleotideo representada
pela férmula (2) ou (3) seguinte:

GGGAAACUAGGGCGUUAACGUGACCAGUGUUUCNS® (2)
N!GGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCN®? (3)

em gque N, N®' e N® sdo como definidos acima, mais
preferivelmente, uma sequéncia de nucleotideo representada pela
férmula (3).
[026] Em uma modalidade preferida, o aptamero usado na
presente invencdo contém uma sequéncia de nucleotideo mostrada por
qualquer uma das SEQ ID N°: 1 a 12. As sequéncias de nucleotideo
mostradas nas SEQ ID N°: 1 a 12 sao fornecidas abaixo (em que uracila
€ opcionalmente timina) (em seguida A, G, C e U mostram que a base
de nucleotideo € adenina, guanina, citosina ou uracila,
respectivamente):

SEQ ID N°: 1:
GGGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCUCGA

SEQ ID Ne: 2:
GGGAAACUAGGGCGUUAACGUGACCAGUGUUUCUCGA

SEQ ID Ne: 3:
GGGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCCC

SEQ ID Ne: 4:
GGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCC

Petica0 870200161132, de 23/12/2020, pag. 16/66
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SEQ ID Ne: 5:
GGGGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCCCC

SEQ ID N°: 6:
AGGGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCCC

SEQ ID Ne: 7:
GGGAAACUAGGGCGUUAACGUGACCAGUGUUUCCC

SEQ ID Ne: 8:
CGGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCCG

SEQ ID Ne: 9:
CCGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCGG

SEQ ID Ne°: 10:
GGGAUACUAGGGCGUUAACGUUACCAGUGUAGUCCC

SEQ ID N°: 11:
GGGAUACUAGGGCCUUAAGGUUACCAGUGUAGUCCC

SEQ ID N°: 12:
GGGAUACUAGGGCAUUUAUGUUACCAGUGUAGUCCC
[027] Em uma modalidade preferida, o aptamero usado nha
presente invencdo contém uma sequéncia de nucleotideo mostrada na
SEQID N°: 1, 3,4,5,6, 8,9, 10 ou 12, mais preferivelmente, SEQ ID
N°: 3, 8,9, 10 ou 12.
[028] Em uma outra modalidade preferida, o aptamero usado na
presente invencdo contém uma sequéncia de nucleotideo mostrada na
SEQ ID N°: 2 ou 7 (abrangida na férmula (2) mencionada acima).
[029] Ainda em uma outra modalidade preferida, o aptamero
usado na presente invencdo contém uma sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N°: 1, 3, 4, 5, 6 ou 8 (abrangida na féormula (3)
mencionada acima).
[030] Em uma modalidade, o aptamero usado na presente
invencao pode conter, em qualquer uma das sequéncias de nucleotideo

mencionadas acima, uma sequéncia de nucleotideo em que 1 ou varios
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nucleotideos sé@o substituidos, deletados, inseridos ou adicionados,
contanto que o aptamero ainda se ligue a FGF2 e pode ser

(@) um aptamero em que, nos nucleotideos contidos no
aptamero,

() a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
pirimidina € um atomo de fluor,

(i) a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
purina € um grupo hidréxi,;

(b) o aptamero de (a), em que

() o atomo de fldor na posicéo 2' da ribose de cada
nucleotideo de pirimidina é independentemente ndo substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo hidroxi e um grupo
metoxi,

(i) o grupo hidroxi na posicdo 2' da ribose de cada
nucleotideo de purina € independentemente ndo substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo metéxi e um atomo
de fldor.

[031] Como usado aqui, 0 numero dos nucleotideos mencionados
acima substituidos, deletados, inseridos ou adicionados nédo é
particularmente limitado contanto que o aptamero ainda se ligue a FGF2
mesmo depois da substituicdo, delecéo, insercéo ou adicdo. O mesmo
pode ser, por exemplo, 1 a cerca de 10, preferivelmente 1 a 6, mais
preferivelmente 1 a 5, ainda preferivelmente 1 a 4, ainda preferivelmente
1 a 3, o mais preferivelmente 1 ou 2. Embora o sitio do nucleotideo a
ser substituido, deletado, inserido ou adicionado ndo seja
particularmente limitado contanto que o aptamero ainda se ligue a FGF2
mesmo depois da substituicdo, delecdo, insercdo ou adicdo, nos sitios

especificados como sendo um tipo de nucleotideo na férmula (1) , (2) e
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(3) mencionada acima (isto é, A, G, C ou U), nucleotideos séao
substituidos, deletados, inseridos ou adicionados em 1 a 3,
preferivelmente 1 ou 2, mais preferivelmente 1, sitio. Por outro lado,
guando multiplos tipos de nucleotideos podem estar presentes nas
formulas (1), (2) e (3) (isto é, N, N2, N3, N4, N°, N°, N°®! ou N®?), mais
namero de nucleotideos (por exemplo, 1 a cerca de 10, preferivelmente
1 a 6, mais preferivelmente 1 a 5, ainda preferivelmente 1 a 4) pode ser
substituido, deletado, inserido ou adicionado. Por exemplo, quando a
sequéncia de nucleotideo mostrada na SEQ ID N°: 3 é a sequéncia
original, a SEQ ID N° 1 é a SEQ ID N° 3 em que o CC 3'-terminal &
substituido com UCGA, a SEQ ID N° 4 é a SEQ ID N° 3 em que um
nucleotideo é deletado de cada um dos ambos terminais, a SEQ ID Ne:
5¢é a SEQ ID N° 3 em que G é adicionado ao 5'-terminal e C é
adicionado ao 3'-terminal, a SEQ ID N°: 6 € a SEQ ID N°: 3em que A é
adicionado ao 5'-terminal, a SEQ ID N°: 8¢ a SEQ ID N°: 3emque 0 G
5'-terminal € substituido com C e o C 3'-terminal € substituido com G, a
SEQ ID N°: 9 é a SEQ ID N° 3 em que o GG 5'-terminal é substituido
com CC e o CC 3'-terminal é substituido com GG, a SEQ ID N°: 10 é a
SEQ ID N°: 3em que 0 142 A é substituido com G e 0 192 U é substituido
comCeaSEQIDNC° 12 é a SEQ ID N°: 3 em que o 172 A é substituido
com U.

[032] O comprimento do aptamero usado na presente invencgao
ndo é particularmente limitado e pode ser usualmente cerca de 10 a
cerca de 200 nucleotideos e pode ser, por exemplo, ndo menos do que
cerca de 20 nucleotideos (por exemplo, ndo menos do que 25
nucleotideos, ndo menos do que 30 nucleotideos, ndo menos do que 31
nucleotideos, ndo menos do que 32 nucleotideos, ndo menos do que 33
nucleotideos), preferivelmente ndo menos do que 25 nucleotideos, mais
preferivelmente ndo menos do que 30 nucleotideos, ainda

preferivelmente ndo menos do que 33 nucleotideos. Além disso, o
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mesmo pode ser, por exemplo, ndo mais do que cerca de 100
nucleotideos, geralmente ndo mais do que cerca de 80 nucleotideos,
preferivelmente ndo mais do que cerca de 70 nucleotideos, mais
preferivelmente ndo mais do que cerca de 60 nucleotideos, ainda
preferivelmente ndo mais do que cerca de 50 nucleotideos, ainda
preferivelmente ndo mais do que cerca de 45 nucleotideos (por
exemplo, ndo mais do que 44 nucleotideos, ndo mais do que 43
nucleotideos, ndo mais do que 42 nucleotideos, ndo mais do que 41
nucleotideos, ndo mais do que 40 nucleotideos). Quando o numero total
de nucleotideos é menor, a sintese quimica e a producdo de massa
serdo mais faceis e existe uma maior vantagem em termos de custo.
Também é considerado que a modificac&o quimica é facil, a estabilidade
no corpo é alta e a toxicidade é baixa.

[033] Portanto, o comprimento do aptamero usado na presente
invencao pode ser geralmente cerca de 10 a cerca de 200 nucleotideos,
preferivelmente 20 a 80 nucleotideos, mais preferivelmente 25 a 60
nucleotideos, ainda preferivelmente 25 a 50 nucleotideos, o mais
preferivelmente 30 a 45 nucleotideos.

[034] O aptamero usado na presente invencdo pode ser um
conjugado selecionado a partir do grupo consistindo em um conjugado
de multiplos aptdmeros contendo uma sequéncia de nucleotideo
representada pela férmula (1) mencionada acima (aptamero (A)), um
conjugado de multiplos aptdmeros contendo uma sequéncia de
nucleotideo em que 1 ou varios nucleotideos sédo substituidos,
deletados, inseridos ou adicionados na sequéncia de nucleotideo
representada pela formula (1) mencionada acima (aptamero (B)) e um
conjugado de 1 ou multiplos aptameros (A) e 1 ou multiplos aptameros
(B). Estes conjugados também podem se ligar a FGF2.

[035] Aqui, a conjugacao pode ser obtida por ligacdo em tandem.

Na conjugacéo, um ligante pode ser utilizado. Como o ligante, cadeias
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de nucleotideo (por exemplo, 1 a cerca de 20 nucleotideos) e cadeias
gue ndo de nucleotideo (por exemplo, ligante de -(CH2)n-, ligante de
-(CH2CH20)n-, ligante de hexaetileno glicol, ligante de TEG, ligante
contendo peptideo, ligante contendo ligacdo -S-S-, ligante contendo
ligacdo -CONH-, ligante contendo ligacdo -OPOsz-) podem ser
mencionadas. A pluralidade como mencionado no conjugado descrito
acima de uma pluralidade do mesmo ndo € particularmente limitada,
contanto que ela seja duas ou mais e a pluralidade pode ser, por
exemplo, 2, 3 ou 4.

[036] Cada nucleotideo contido no aptamero usado na presente
invencdo € o mesmo ou diferente e pode ser um nucleotideo
compreendendo um grupo hidroxila na posicao 2' de ribose (por
exemplo, ribose de nucleotideo de pirimidina, ribose de nucleotideo de
purina) (isto €, um nucleotideo natural) ou um nucleotideo em que o
grupo hidroxila é substituido (modificado) por qualquer atomo ou grupo
na posicao 2' de ribose (algumas vezes indicado como "nucleotideo
modificado" no presente relatério descritivo).

[037] Como exemplos de qualquer um de tal atomo ou grupo, um
nucleotideo substituido por um atomo de hidrogénio, um atomo de flior
ou um grupo -O-alquila (por exemplo, grupo -O-Me), um grupo -O-acila
(por exemplo, grupo -O-CHO), ou um grupo amino (por exemplo, grupo
-NHz) pode ser mencionado. No aptamero usado na presente invencao,
pelo menos um tipo (por exemplo, 1, 2, 3 ou 4 tipos) de nucleotideo
também pode ser um nucleotideo modificado compreendendo um grupo
hidroxila, ou qualquer atomo ou grupo descrito acima, por exemplo, pelo
menos dois tipos (por exemplo, 2, 3 ou 4 tipos) de grupos selecionados
a partir do grupo consistindo em um atomo de hidrogénio, um atomo de
fldor, um grupo hidroxila e um grupo -O-Me, na posicao 2' de ribose.
[038] No aptamero usado na presente invencao, todos o0s

nucleotideos de pirimidina podem ser nucleotideos em que a posic¢éao 2'
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de ribose € um atomo de fluor, ou pode ser a mesma ou diferente e
nucleotideos em que o atomo de fllor é ndo substituido, ou substituido
por qualquer atomo ou grupo mencionado acima, preferivelmente um
atomo ou grupo selecionado a partir do grupo consistindo em um atomo
de hidrogénio, um grupo hidroxila e um grupo metoxi. Particularmente,
quando um método de producdo usando o Kit de Transcricdo T7
DuraScribe™ (fabricado por Epicentre) é aplicado como um método de
producdo do aptamero usado na presente invencdo, um aptamero em
que a posicdo 2' de ribose de todos os nucleotideos de pirimidina é
fluorada pode ser obtido. O aptamero em que o atomo de flaor é
substituido por outro atomo ou grupo mencionado acima pode ser
produzido pelo método mencionado abaixo.

[039] No aptamero usado na presente invencdo, todos os
nucleotideos de purina podem ser nucleotideos em que a posicdo 2' de
ribose € um grupo hidroxi, ou podem ser os mesmos ou diferentes e
nucleotideos em que o grupo hidroxi é ndo substituido, ou um
nucleotideo substituido por qualquer atomo ou grupo mencionado
acima, preferivelmente um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo metoxi e um atomo
de fldor na posicdo 2' de ribose. O aptamero em que um grupo hidroxila
€ substituido por outro atomo ou grupo mencionado acima pode ser
produzido pelo método mencionado abaixo.

[040] No aptamero usado na presente invencdo, todos os
nucleotideos de pirimidina podem ser nucleotideos em que o atomo de
fldor na posicdo 2' de ribose é substituido por qualquer um dos atomos
ou grupos anteriormente mencionados, por exemplo, 0s mesmos
atomos ou grupos selecionados a partir do grupo consistindo em um
atomo de hidrogénio, um grupo hidréxi e um grupo -O-Me.

[041] No aptamero usado na presente invenc¢ao, além disso, todos

0s nucleotideos de purina podem ser nucleotideos em que o0 grupo
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hidroxi na posicéo 2' de ribose é substituido por qualquer um dos atomos
ou grupos anteriormente mencionados, por exemplo, 0S mesmos
atomos ou grupos selecionados a partir do grupo consistindo em um
atomo de hidrogénio, um &tomo de flior e um grupo -O-Me.

[042] Em uma modalidade preferivel, cada nucleotideo de
pirimidina contido no aptamero usado na presente invencdo € um
nucleotideo contendo um atomo de fldor na posicéo 2' de ribose e cada
nucleotideo de purina € um nucleotideo tendo um grupo hidréxi na
posicdo 2' de ribose. Em uma outra modalidade, o &4omo de fldor
mencionado acima na posi¢cdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
pirimidina é independentemente opcionalmente substituido por um
atomo ou grupo selecionado a partir do grupo consistindo em um atomo
de hidrogénio, um grupo hidréxi e um grupo metoxi e o grupo hidroxi
mencionado acima na posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
purina € opcionalmente independentemente substituido por um atomo
ou grupo selecionado a partir do grupo consistindo em um atomo de
hidrogénio, um grupo metoxi e um atomo de fllor.

[043] Nesta descricdo, os nucleotideos que constituem o aptamero
sdo considerados RNAs (isto é, os grupos acUcar sdo considerados
ribose) em descrever como 0s grupos acuUcar sdo modificados nos
nucleotideos. Entretanto, isto ndo significa que o DNA é isento dos
nucleotideos que constituem o aptamero e uma modificacdo de RNA
deve ser lida como uma modificagdo de DNA conforme apropriado.
Quando o nucleotideo que constitui o aptamero € DNA, por exemplo, a
substituicdo do grupo hidroxila na posicéao 2' de ribose por X deve ser
lida como uma substituicdo de um atomo de hidrogénio na posicao 2' de
desoxirribose por X.

[044] Quando uracila & substituido com timina no aptamero da
presente invencao, a atividade de ligacdo a FGF2, a atividade inibitoria

de ligacdo ao receptor de FGF2-FGF, a estabilidade, a liberabilidade do
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farmaco e a estabilidade no sangue do aptamero e similares podem ser
aumentadas.

[045] No aptamero usado na presente invencéo, 1 ou varios, por
exemplo, 1 a2,1a3,1a4,1ab5 nucleotideos de ligacdo diéster de
acido fosforico no nucleotideo podem ser modificados ou substituidos
por quaisquer substituintes. Por exemplo, a ligacdo diéster de acido
fosforico pode ser substituida por uma ligacéo fosforotioato, uma ligacéo
fosforoditioato, uma ligacéo alquilfosfonato, uma ligacéo fosforamidato
e similares. Aqui, por exemplo, "nucleotideo é substituido por uma
ligacéo fosforotioato" significa que um grupo acido fosférico em um sitio
de ligacdo entre nucleotideos adjacentes € sulfurado, isto é, uma ligacéo
fosfodiéster € alterada para uma ligacéo fosforotioato.

[046] No aptamero usado na presente invencdo, um ou varios, por
exemplo,1a2,1a3,1a4,1ab5 nucleotideos podem ser substituidos
por Acido Nucleico Ligado em Ponte (BNA) ou Acido Nucleico
Blogueado (LNA) para estabilizar o aptamero e melhorar a atividade do
mesmo. Como usado aqui, o "Acido Nucleico Ligado em Ponte" se
refere a um tendo uma estrutura em que a afinidade de ligacdo a uma
sequéncia complementar é realcada restringindo-se o grau de liberdade
do acido nucleico por reticulagdo intramolecular e adquire resisténcia a
nuclease. Exemplos do mesmo incluem, mas nao séo limitados a, 2',4'-
BNA (Acido Nucleico Bloqueado (LNA)), Acido Nucleico Ligado em
Ponte de 2'-0,4'-C-etileno (ENA) e similares.

[047] O aptamero usado na presente invencdo pode ser um em
gue um residuo de agucar (por exemplo, ribose) de cada nucleotideo foi
modificado para aumentar a atividade de ligacao a FGF2, a estabilidade,
a liberabilidade do farmaco e similares. Como exemplos da modificacao
em um residuo de acguUcar, a substituicdo do atomo de oxigénio na
posicdo 2', posicdo 3' e/ou posicdo 4' do residuo de agucar com um

outro atomo e similares pode ser mencionada. Como o tipo da
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modificacdo, fluoracdo, O-alquilacdo (por exemplo, O-metilacdo, O-
etilagdo), O-arilagcdo, S-alquilacdo (por exemplo, S-metilacdo, S-
etilacdo), S-arilacdo e aminacdo (por exemplo, -NH.) podem ser
mencionados. Além disso, exemplos dos mesmos incluem 4'-SRNA em
que 0 oxigénio da posicdo 4' é substituido com enxofre, LNA (Acido
Nucleico Bloqueado) em que a posicao 2' e a posicao 4' séo reticuladas
por intermédio de metileno, acido nucleico de 3'-N-fosforamidato em que
0 grupo hidroxila da posicdo 3' € substituido com um grupo amino e
similares. O aptamero usado na presente invencdo € algumas vezes
produzido com uma dada modificacdo do atomo de oxigénio na posicao
2' de ribose de nucleotideo de pirimidina, devido ao método de producéo
do mesmo. Quando um método de producado usando, por exemplo, o Kit
de Transcricdo T7 DuraScribe™ (fabricado por Epicentre) é aplicado
como um meétodo de producdo do aptdmero usado na presente
invencdo, um aptamero em que a posicdo 2' de ribose de
preferivelmente todos os nucleotideos de pirimidina € fluorada é
produzido. Portanto, € possivel produzir varias variacdes de aptameros
tendo atividade realcada ainda que a sequéncia de base seja a mesma,
aplicando-se tal alteracdo no residuo de acucar ao aptamero obtido. A
partir do acima, o aptamero usado na presente invencdo pode ser
preferivelmente um aptdmero em que um residuo de acucar de pelo
menos um nucleotideo € modificado. Tais alteracdes no residuo de
acucar podem ser realizadas por um método conhecido por si (vide,
para exemplo, Sproat et al., (1991) Nucl. Acid. Res. 19, 733 - 738; Cotton
et al., (1991) Nucl. Acid. Res. 19, 2629 - 2635; Hobbs et al., (1973)
Biochemistry 12, 5138 - 5145). Para ser especifico, um aptamero em
gue o grupo hidroxila na posicdo 2' de ribose € substituido por um atomo
ou grupo selecionado a partir do grupo consistindo em um atomo de
hidrogénio, um grupo hidroxila e um grupo metoxi pode ser produzido

usando-se, como uma base, um aptamero em que o grupo hidroxila na
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posicéo 2' de ribose de todos os nucleotideos de pirimidina é substituido
por um grupo fluoro.

[048] O aptamero usado na presente invencédo também pode ter
uma base de acido nucleico (por exemplo, purina ou pirimidina) alterada
(por exemplo, substituicdo quimica) para realcar a atividade de ligagao
a FGF2, prevencdo da multimerizacéo, estabilidade, liberabilidade do
farmaco e similares. Como exemplos de tais alteracdes, a alteracédo de
pirimidina na posicao 5, alteracdo de purina na(s) posicéo(des) 6 e/ou
8, alteragdo com uma amina extraciclica, substituicdo com 4-tiouridina
e substituicdo com 5-bromo ou 5-iodo-uracila podem ser mencionadas.
O grupo fosfato contido no aptamero usado na presente invengéo pode
ser alterado para conferir resisténcia a nuclease e hidrdlise. Por
exemplo, o grupo P(O)O pode ser substituido com P(O)S (tioato), P(S)S
(ditioato), P(O)N(R)R' (amidato), P(O)R, P(O)OU, CO ou CH:
(formacetal) ou 3'-amina (-NH-CH2-CH>-) [em que cada unidade de R ou
R' € independentemente H ou um alquila substituido ou ndo substituido
(por exemplo, metila, etila)].

[049] O grupo de ligacdo é, por exemplo, -O-, -N- ou -S- e
nucleotideos podem se ligar a um nucleotideo adjacente por intermédio
destes grupos de ligacéo.

[050] As alteracdes também podem incluir alteracfes tais como
cappingem 3'e 5.

[051] Uma alteracdo pode ser realizada ainda adicionando-se a
uma extremidade um polietilenoglicol (PEG), aminoacido, peptideo, dT
invertido, acido nucleico, nucleosideos, Miristoila, Litocolico-oleila,
Docosanila, Lauroila, Estearoila, Palmitoila, Oleoila, Linoleoila, outros
lipideos, esteroides, colesterol, cafeina, vitaminas, corantes,
substancias fluorescentes, agentes anticancer, toxinas, enzimas,
substancias radioativas, biotina e similares. Para tais alteracdes, vide,
para exemplo, as Patentes dos EUA 5.660.985 e 5.756.703.
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[052] Particularmente, quando a alteracdo € realizada por adicdo
no término de PEG, o peso molecular de PEG nao € particularmente
limitado e é preferivelmente 1000 a 100000, mais preferivelmente 30000
a 90000. PEG pode ser linear ou ramificado em duas ou mais cadeias
(PEG de ramificacdes multiplas). A adicdo no término de PEG é util para
impedir a multimerizacdo do aptamero mencionado abaixo.

[053] Tal PEG nao é particularmente limitado e aqueles técnicos
no assunto podem selecionar e usar apropriadamente PEG

comercialmente disponivel ou conhecido (por exemplo, http://www.peg-

drug.com/peg_product/branched.html). Exemplos preferiveis

especificos do PEG a ser aplicado ao aptamero usado na presente
invencao incluem PEG tipo GS de duas ramificacbes tendo um peso
molecular de 40000 (SUNBRIGHT GL2-400GS fabricado por NOF
CORPORATION), PEG do tipo TS de 2 ramificagdes tendo um peso
molecular de 40000 (SUNBRIGHT GL2-400TS fabricado por NOF
CORPORATION), PEG do tipo TS de 4 ramificagcdes tendo um peso
molecular de 40000 (SUNBRIGHT GL4-400TS fabricado por NOF
CORPORATION), PEG do tipo TS de 2 ramificagcdes tendo um peso
molecular de 80000 (SUNBRIGHT GL2-800TS fabricado por NOF
CORPORATION), PEG do tipo TS de 4 ramificacdes tendo um peso
molecular de 80000 (SUNBRIGHT GL4-800TS fabricado por NOF
CORPORATION) e similares.

[054] Neste caso, no aptamero usado na presente invencao, PEG
pode ser diretamente adicionado ao término. E mais preferivel que um
ligante tendo um grupo ligavel a PEG e similares seja adicionado ao
término do mesmo e PEG seja adicionado ao aptamero usado na
presente invencao por intermédio do ligante.

[055] O ligante para PEG e o aptamero usado na presente
invencdo ndo € particularmente limitado e o nimero da cadeia de

carbono, grupo funcional e similares podem ser apropriadamente
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selecionados de acordo com o sitio de ligacdo, o tipo de PEG e
similares. Exemplos de tal ligante incluem um ligante tendo um grupo
amino. Especificamente, quando adicionado a extremidade 5', Ligante
de ssH (SAFC) ou DMS(O)MT-AMINO-MODIFIER (GLEN RESEARCH)
pode ser mencionado e quando adicionado a extremidade 3', TFA
Amino C-6 lcaa CPG (ChemGenes) e similares pode ser mencionado.
Quando este ligante é selecionado, por exemplo, um grupo ativo de N-
hidroxissuccinimida é adicionado a PEG e reagido com um grupo amino
no lado do ligante, por meio do qual o aptamero usado na presente
invencao pode ser ligado a PEG por intermédio do ligante.
[056] Como PEG e ligante, produtos comercialmente disponiveis
podem ser preferivelmente usados. As condi¢cOes de reacao e similares
se referindo a ligacdo de PEG, um ligante e o aptamero usado na
presente invencdo podem ser apropriadamente determinados por
agueles técnicos no assunto.
[057] As modalidades mais preferidas do aptamero usado na
presente invencdo incluem aptamero ID1 contendo a sequéncia de
nucleotideo mostrada na SEQ ID N©: 3:
GL2-400TS-C6-
G(M)G(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(F)A(M)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)U(
FAM)AM)UM)G(M)U(F)UM)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)A(M)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)-idT;

aptamero ID2 contendo a sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N°: 8:
GL2-400TS-C6-
C(M)G(M)G(M)AMUM)AM)C(M)U(F) AM)G(M)G(M)GC(M)AM)UM)U(F)
AMAM)UM)G(M)U(F)UM)AM)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F) AM)G(M)U(M)
C(M)C(M)G(M)-idT;

aptamero ID3 contendo a sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N©: 9:
GL2-400TS-C6-
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C(M)C(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(F)A(M)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)
UPFAMAMUM)G(M)U(F)UM)AM)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)A(M)
G(M)U(M)C(M)G(M)G(M)-idT;

aptamero ID4 contendo a sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N°: 10:
GL2-400TS-C6-
G(M)G(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(F)AM)G(M)G(M)GC(M)G(M)U(M)U(
F)AM)A(M)C(M)G(M)U(F)U(M)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)AM)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)-idT;

aptamero ID5 contendo a sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N°; 12:
GL2-400TS-C6-
G(M)G(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(F)AM)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)U(
F)YUM)AM)UM)G(M)U(F)U(M)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)A(M)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)-idT; e

aptamero ID6 contendo a sequéncia de nucleotideo
mostrada na SEQ ID N°: 3:
idT-
G(M)G(M)G(M)AM)U(M)A(M)C(M)U(F)A(M)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)U(
FAM)AM)UM)G(M)U(F)UM)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)A(M)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)-C6-GL2-400TS
[058] Em cada uma das formulas mencionadas acima, 0s
parénteses em cada nucleotideo indicam a modificagdo da posicédo 2'
de ribose, F € um &tomo de flior e M é um grupo metoxi.
[059] Independente de qual destes aptameros é usado, estes
aptameros podem estar estavelmente presentes na constituicdo da
preparacdo de aptamero da presente invencgéo e assim sao adequados
como o ingrediente ativo da preparacdo de aptamero da presente
invencao.
[060] O aptamero usado na presente invencdo pode ser uma

forma livre ou um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo. Exemplos
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de tal sal incluem sal metalico, sal de amonio, sal de adicdo de amina
organica, sal de adicdo de aminoéacido e similares. Exemplos do sal
metélico incluem sais de metal alcalino tais como sal de sodio, sal de
potassio e similares, sais de metal alcalino terroso tais como sal de
magneésio, sal de célcio e similares, sal de aluminio, sal de zinco e
similares. Exemplos do sal de amdnio incluem sais tais como amonio,
tetrametilamonio e similares. Exemplos do sal de adigdo de amina
organica incluem sais tais como tris-hidroxiaminometano e similares.
Exemplos do sal de adicdo de aminoacido incluem sais de lisina,
arginina, histidina, triptofano, ornitina e similares.

[061] A concentracao do aptamero para FGF2 usado na presente
invencdo nao é particularmente limitada e o aptamero pode ser contido
em qualquer quantidade contanto que a preparacdo do aptamero da
presente invencdo exerca a eficicia e efeito desejados. No presente
relatorio descritivo, a "concentracdo do aptamero” significa a proporgao
(mg/mL) do peso da parte acido nucleico ligada pela ligacdo fosfato
5'—>3' que constitui a molécula de aptamero ao volume da preparacéo
integral. A concentracdo do aptamero é, por exemplo, 1 a 60 mg/mL.
[062] Quando a concentracédo do aptamero para FGF2 excede 20
mg/mL, um multimero do aptdmero tende a ser facilmente produzido
mesmo na temperatura de armazenamento geral de 4 a 5°C. O
aptamero para FGF2 quando presente como um mondmero se liga a
FGF2 e inibe a funcdo de FGF2 e exerce a eficAcia do mesmo.
Entretanto, quando ele é multimerizado, a ligagdo a FGF2 nao é
observada em um ensaio usando viacore. Assim, € considerado que o
aptamero nao inibe a funcdo de FGF2 (vide Exemplo 4). Quando a
concentracao do aptamero é baixa, a distancia intermolecular € longa e
a tendéncia a multimerizar € baixa. Entretanto, quando a concentracao
do aptamero excede 20 mg/mL, o aptamero € multimerizado mesmo na

temperatura de armazenamento geral de 4 a 5°C, como um resultado
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do qual a atividade de ligacdo a FGF2 tende a diminuir como um todo
(vide Exemplo 5). Portanto, o limite superior da concentracdo do
aptamero de FGF2 na preparacéo de aptamero da presente invencao €
desejavelmente uma concentracdo ndo excedendo 20 mg/mL. Além
disso, quando a concentracao do aptamero na preparacéo de aptamero
da presente invencédo € baixa, o efeito como uma injecao pode néo ser
obtido. Portanto, embora o limite inferior da concentragcao do aptamero
na preparacdo de aptamero da presente invencdo ndo seja
particularmente limitado contanto que o efeito como uma inje¢céo possa
ser obtido, 0 mesmo € desejavelmente, por exemplo, uma concentracéo
de n&o menos do que 1 mg/mL.

[063] A forma de dosagem da preparacdo de aptamero da
presente invencdo nao € particularmente limitada contanto que ela seja
um liquido aquoso. A mesma é preferivelmente uma injecdo. Visto que
a preparacao de aptamero da presente invengdo é um liquido aquoso,
o aptamero para FGF2, que é o ingrediente ativo, € dissolvido em um
solvente.

[064] E bem conhecido que aptameros geralmente requerem um
sal inorganico, que é um eletrélito forte, para manter a estrutura de
ordem mais alta dos mesmos. Macugen (marca registrada), que € o
Unico produto farmacéutico de aptdmero correntemente no mercado,
também contém hidrogeno fosfato de sédio, diidrogeno fosfato de sédio,
um agente de isotonicidade e um ajustador de pH. Macugen neste
estado mostrou ser estavel por 6 meses em um teste acelerado a
25+2°C e por 36 meses em um teste de armazenamento a longo prazo
a 5+3°C. A partir disto, aqueles técnicos no assunto devem considerar
gue um sal inorganico (eletrdlito) € necessario para a existéncia estavel
do aptamero em uma injecdo enquanto mantendo a estrutura de ordem
mais alta do aptamero.

[065] Entretanto, como mostrado no Exemplo mencionado abaixo,
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foi constatado que quando PBS ou solucéo salina fisiologica é usada
como o solvente, o aptamero para FGF2 mencionado acima, que é o
ingrediente ativo na presente invencao, tende a perder estabilidade e a
formar um multimero devido a influéncia do sal inorganico que é um
eletrdlito forte e, como um resultado, perde a atividade de ligacdo a
FGF2. Portanto, os presentes inventores usaram agua livre de um sal
inorganico (eletrdlito) como um solvente e inesperadamente
constataram que a multimerizacdo do aptamero de FGF2 foi suprimida
e a proporcédo de aptamero de FGF2 presente como um mondémero
aumentou (vide o Exemplo 3).

[066] Sem desejar estar ligado pela teoria, guando um aptamero
de FGF2 é dissolvido em agua, o valor de Tm do aptamero de FGF2
nao pode ser medido como mostrado no exemplo 1 e a mudanca de
préton em RMN nao pode ser observada como mostrado no exemplo 2.
Assim, o aptamero de FGF2 dissolvido em agua é considerado existir
como um mondmero em um estado de ser completamente estendido.
Isto &, € considerado que a estrutura de ordem mais alta do aptamero,
que é considerada necessaria para a construcdo de atividade, é
destruida usando-se agua livre de sal inorganico como um solvente,
desnaturado e existe em um estado de filamento Unico, por meio do qual
a desativacdo (multimerizacdo) pode ser impedida. Além disso, como
mostrado nos exemplos 4 e 5, quando o ensaio de ressonancia
plasmonica de superficie (SPR) foi realizado dissolvendo-se em uma
solucdo contendo um eletrdlito, o aptdamero de FGF2 manteve a
atividade de ligagdo a FGF2. Assim, foi demonstrado que quando o
aptamero de FGF2 dissolvido em agua é administrado no corpo, a
estrutura de ordem mais alta necessaria para a atividade do aptamero
€ reconstruida pela acédo do eletrolito presente no corpo fluido e a
atividade pode ser exibida.

[067] Como descrito acima, foi revelado que uma formulacéo de
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preparacdo em que a estrutura de ordem mais alta do aptamero de
FGF2 € intencionalmente destruida para causar um estado
completamente alongado dissolvendo-se o aptamero em um solvente
livre de um eletrdlito, desse modo também impedindo a multimerizacao
durante o armazenamento a longo prazo e, depois da administracéo, a
estrutura de ordem mais alta é reconstruida por exposicdo a uma
concentracdo salina fisiologica e a eficacia exercida pode
eventualmente manter a atividade do aptamero de FGF2 por um longo
prazo. A presente invencao foi concluida verificando-se em detalhe o
modo de existéncia de aptamero em tal solucdo e ndo pode ser
facilmente considerado mesmo por pessoas versadas na técnica.

[068] A partir do acima, o solvente usado para a preparacédo de
aptamero da presente invencao é preferivelmente um solvente aquoso
livre de um sal inorganico (eletrdlito) e agua é particularmente preferivel.
[069] Como descrito acima, visto que um solvente livre de um sal
inorganico (eletrélito) é usado para a preparacdo de aptamero da
presente invencgao, a pressao osmaotica é baixa e a preparacéo nao pode
ser usada como uma injecdo como ela esta. Portanto, a preparacdo de
aptamero da presente invencéo é caracterizada em que ela contém um
osmorregulador que ndo de eletrolito (osmolito) para o propdésito de
ajustar a razao de pressdo osmdtica para a pressao osmoética do plasma
para 1 ou mais, preferivelmente 1 a 3.

[070] O osmorregulador usado para a preparacao de aptamero da
presente invencdo nao € particularmente limitado contanto que ele seja
um nao eletrélito e possa ser qualquer osmorregulador geralmente
usado exceto ions inorganicos (ion potassio, ion cloreto, etc.). Exemplos
do osmorregulador incluem &lcoois poliidricos (glicerol, manitol,
trealose, glicose, sacarose, sorbitol, inositol, etc.), aminoacidos (alanina,
glicina, glutamato, prolina, GABA, taurina, ectina, etc.), metilamoénios

(TMAO, colina, acetilcolina, glicina betaina, GPC, DMSP, etc.), ureias e
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similares. Alcoois poliidricos s&do preferivelmente usados e manitol é
mais preferivelmente usado.

[071] A quantidade do osmorregulador ndo é particularmente
limitada e aqueles técnicos no assunto podem mudar apropriadamente
a quantidade de aptamero de FGF2 na preparacao de acordo com o tipo
(peso molecular) do osmorregulador a ser usado e a pressdo osmotica
alvo. Por exemplo, quando manitol € usado como o osmorregulador e a
razao da pressdo osmotica para a solucéo salina fisiolégica € cerca de
1, a razdo de combinacdo do osmorregulador na injecdo inteira € 2 a
7,5% (p/v). Mais especificamente, quando a razdo da pressao osmotica
para a solucéo salina fisiolégica é 1, a razdo de combinacdo de manitol
€ 4,9% quando a concentracdo do aptamero de FGF2 mencionado
acima é 2 mg/ml e a razdo de combinacéo de manitol é 3,6% quando a
concentracdo do aptamero de FGF2 mencionado acima é 20 mg/ml.
[072] A preparacdo de aptamero da presente invencdo é
preferivelmente substancialmente livre de um eletrdlito exceto o
aptamero para FGF2 ou um sal do mesmo para ser o ingrediente ativo.
Como usado aqui, "substancialmente livre" significa que uma pequena
guantidade de eletrolito pode estar contida contanto que o aptamero de
FGF2 na preparacao possa ser estavelmente armazenado por um longo
prazo. Mais preferivelmente, a preparacdo de aptamero da presente
invencdo nao contém um eletrdlito exceto o aptamero para FGF2 ou um
sal do mesmo para ser o ingrediente ativo.

[073] A preparacdo de aptamero da presente invencdo pode
conter ainda um aditivo farmaceuticamente aceitavel onde necessario.
Exemplos de tal aditivo incluem estabilizador, preservante,
solubilizador, tampé&o, ajustador de pH, agente suavizante e similares e
aditivos farmacéuticos de néo eletrolito bem conhecidos que sao
convencionalmente usados como aditivos para injecbes podem ser

preferivelmente usados.
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[074] O pH da preparacéo de aptamero da presente invencédo nao
é particularmente limitado. Quando a preparacdo € usada como uma
injecdo, o pH €& desejavelmente quase neutro e pode ser
apropriadamente selecionado dentro da faixa de, por exemplo, 5 a 9,
preferivelmente 6 a 8. Quando um aptamero para FGF2 ou um sal do

7

mesmo, que é o ingrediente ativo, € dissolvido em agua, o pH da
solucdo cai dentro da faixa mencionada acima. Portanto, ndo é
necessario adicionar um ajustador de pH de eletrdlito ou tampédo a
preparacdo de aptamero da presente invencao.

[075] A preparacdo de aptamero da presente invencdo pode
conter outros ingredientes ativos contanto que eles ndo afetem
adversamente a atividade e a estabilidade do aptamero de FGF2. Como
tal ingrediente ativo, inibidores de VGEF tais como McGen (marca
registrada), Lucentis (marca registrada), Eylea (marca registrada),
Avastin (marca registrada) e similares como farmacos terapéuticos para
doencas acompanhadas por angiogénese e similares, agentes anti-
inflamatorios tais como esteroides e similares, preparacées de hormonio
de crescimento humano tais como Norditropin (marca registrada) e
Genotropin (marca registrada) como agentes terapéuticos para doencas
Osseas e similares e agentes analgésicos/sedativos tal como morfina
podem estar contidos. Exemplos dos mesmos incluem compostos
farmacéuticos para tratar ou prevenir doencas acompanhadas por
angiogénese tais como degeneracdo macular relacionada a idade e
similares, doencas dos 0ssos ou cartilagens tais como osteoporose,
artrite reumatoide, osteoartrite, fratura 6ssea e similares e dor.

[076] A preparacdo de aptamero da presente invencao tendo o
constituinte mencionado acima é estavel a 4°C por ndo menos do que
3 meses. Como usado aqui, "estavel" significa que a proporcdo de um
aptamero monomeérico na preparacdo depois do armazenamento da

preparacao incluida em um frasco de vidro a 4°C € ndo menos do que
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70%, como mencionado acima. Preferivelmente, na preparacédo de
aptamero da presente invencdo, a propor¢cao de um aptamero
monomeérico na preparacdo depois do armazenamento a 4°C por 3
meses é ndo menos do que 80%. Além disso, a preparagao de aptamero
da presente invencéo é estavel mesmo quando exposta a iluminacéao
fluorescente branca ou iluminacao fluorescente proxima de ultravioleta.
[077] Portanto, a preparacéo de aptamero da presente invencgao
pode ser armazenada estavelmente por um longo prazo na forma de um
liguido aquoso como esta, preferivelmente em uma forma de dosagem
de uma injecao tal como uma seringa pré-cheia, cartucho ou similares,
refrigerando-se em ndo mais do que 5°C e é extremamente facil de
manejar.

[078] A preparacdo de aptamero da presente invencdo pode ser
preferivelmente usada como, por exemplo, um medicamento para o
tratamento ou prevencdo de doencas acompanhadas por angiogénese
tais como degeneracdo macular relacionada a idade e similares,
doencas dos o0ssos ou cartilagens tais como osteoporose, artrite
reumatoide, osteoartrite, fratura 6ssea e similares.

[079] A preparacdo de aptamero da presente invencdo pode ser
administrada parenteralmente (por exemplo, administracéo intravenosa,
administracdo subcutanea, administracédo intramuscular, administracao
topica, administracdo intraperitoneal, administracdo intranasal,
administracdo pulmonar, administracdo por instilagdo e similares). A
dosagem da preparacdo de aptamero da presente invencao varia
dependendo do tipo e atividade de aptamero de FGF2, gravidade da
doenca, espécie animal que €é o individuo da administracao,
tolerabilidade medicamentosa do individuo de administracdo, peso
corporeo, idade e similares e a dosagem usual, com base na quantidade
de ingrediente ativo (sitio de oligonucleotideo de aptamero) por dia para

um adulto, pode ser cerca de 0,0001 a cerca de 100 mg/kg, por
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exemplo, cerca de 0,0001 a cerca de 10 mg/kg, preferivelmente cerca
de 0,005 a cerca de 1 mg/kg.
Exemplo
[080] A presente invencdo € explicada em mais detalhe no
seguinte se referindo aos Exemplos; entretanto, a presente invencao
nao é limitada pelos Exemplos.

Exemplo 1 (Andlise estrutural do aptamero de FGF2 em
solvente: determinacao do valor de Tm)
[081] A estrutura do aptamero mostrado no aptamero ID1 é
mostrada abaixo. Letras mailsculas mostram o RNA, letras mindsculas
mostram o DNA e idT mostra dT invertido. Os parénteses em cada
nucleotideo mostram a modificacdo na posi¢cdo 2' do mesmo, F mostra
um atomo de fldor e M mostra um grupo O-metila. C6 mostra o ligante
de -(CH2)e. PEG40TS2 é polietilenoglicol do tipo TS de 2 ramificacdes
tendo um peso molecular de 40000 (SUNBRIGHT GL2-400TS fabricado
por NOF CORPORATION).

aptamero ID1:
GL2-400TS-C6-
G(M)G(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(F)AM)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)U(
F)AMA(M)UM)G(M)U(F)UM)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)AM)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)-idT
[082] O aptamero representado pelo aptamero ID1 foi dissolvido
em agua a uma concentracao de 0,1 mg/mL e em PBS ou soluc¢éo salina
fisiolégica a uma concentracdo de 0,06 mg/mL. A solucdo obtida foi
aguecida a 95°C por 5 min, resfriada até a temperatura ambiente e cheia
em uma cubeta de vidro de quartzo. O valor de Tm foi determinado
medindo-se a absorcdo UV com um espectrofotbmetro enquanto
mudando-se a temperatura de 20°C para 90°C.
[083] Como um resultado, o valor de Tm foi 60,1°C em PBS e
69,6 °C em solucéo salina fisiol6gica. Por outro lado, qualquer valor de

Tm particular néo foi observado em agua. A partir disto, foi considerado
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gue o aptamero representado pelo aptamero ID1 forma uma estrutura
de ordem mais alta por interacdo intermolecular em PBS ou solugao
salina fisiolégica, que pode ser geralmente um solvente para injecées.
Além disso, foi considerado que o aptamero representado pelo
aptamero ID1 ndo forma um par de base entre as moléculas ou dentro
da molécula e ndo forma uma estrutura de ordem mais alta em agua
livre de eletrdlito.

Exemplo 2 (Analise estrutural de aptamero de FGF2 em o6xido de

deutério: medicao do espectro de RMN)

[084] Um aptamero de 20 mg representado pelo aptamero ID1 foi
cheio em um frasco de vidro e dissolvido em cerca de 1 mL de 6xido de
deutério para preparar uma amostra de medicdo. Ele foi medido usando
um espectrébmetro de RMN 600 MHz Bruker Avance. Como um
resultado, um sinal de iminopréton derivado da formacao de pares de
base, que deve ser observado em um campo magnético mais baixo do
que 8 ppm, néo foi observado.

[085] A patrtir disso, foi considerado que o aptamero representado
pelo aptamero ID1 ndo forma um par de base entre as moléculas ou
dentro da molécula e ndo forma uma estrutura de ordem mais alta em
agua livre de eletrdlito.

Exemplo 3 (Andlise estrutural do aptdmero de FGF2 em solugdo
contendo eletrdlito: medicdo de SEC-MALS)

[086] O aptamero representado pelo aptamero ID1 foi dissolvido
em solucdo salina fisiologica a uma concentracdo de 20 mg/mL e
incubado a 37 °C por 2 semanas para preparar artificialmente uma
preparacao de aptamero de FGF2 que forma uma estrutura de ordem
mais alta. A preparacdo e uma amostra obtida por congelamento e
armazenamento imediatamente depois da preparacao para minimizar a
formacao da estrutura de ordem mais alta foi cada uma diluida com

solucao salina fisiologica a 0,2 mg/mL e submetida a analise.
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[087] Mondmeros e multimeros foram separados por
cromatografia de exclusdao por tamanho e 0s respectivos pesos
moleculares foram medidos com detector de MALS (Disperséo de Luz
de Angulos Mdltiplos) fabricado por Wyatt Technology. A cromatografia
de excluséo por tamanho foi realizada por ACQUITY UPLC fabricado
por Waters e usando uma coluna BEH200 SEC.

[088] Como um resultado, o peso molecular do pico que pareceu
ser um mondémero foi medido para ser cerca de 64000 e 0 peso
molecular do pico que pareceu ser uma estrutura de ordem mais alta
composta de multimeros foi medido para ser cerca de 122000. A partir
dos resultados, foi constatado que a estrutura de ordem mais alta
formada pelo aptamero representado pelo aptamero ID1 em agua
contendo um eletrélito € um dimero.

Exemplo 4 (Correlacdo entre porcentagem de teor de mondémero e

atividade de ligacdo de aptamero)

[089] O aptamero representado pelo aptamero ID1 foi dissolvido
em PBS, solucao salina fisiol6gica ou solucdo aquosa de manitol a 3,3%
a uma concentragdo de 20 mg/mL ou 2 mg/mL para preparar
preparacdes de aptamero de FGF2 que mostram varias porcentagens
de teor de mondmero sob as condi¢cbes de armazenamento mostradas
na Tabela 1. O teor de monémero de cada uma das preparagdes de
aptamero de FGF2 preparadas foi determinado por cromatografia de
exclusdo por tamanho. Os resultados do mesmo também sdo mostrados
na Tabela 1.

[090] A atividade de ligacdo de cada uma das preparacbes de
aptamero de FGF2 preparadas para a proteina de FGF2 foi medida por
ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) usando Biacore T200
fabricado por GE. Como o chip de sensor, CM4 que reage com um grupo
amino foi usado. FGF2 humano foi dissolvido em solucédo de

imobilizacdo (10 mM de acetato de sodio, pH 6) em 10 pg/ml. Para a
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reacdo de um grupo amino no lado da proteina e um grupo carboxila no
lado do chip, cloridrato de etil-3-carbodiimida e N-hidroxissuccinimida
foram usados. Depois da reacdo, o bloqueio por etanolamina foi
realizado. A quantidade imobilizada de FGF2 foi ajustada para 1000 RU.
Um aptamero para analito foi preparado a 5 yM. Como um tampéao de
corrida, 295 mM de cloreto de sédio, 5,4 mM de cloreto de potassio, 0,8
mM de cloreto de magnésio, 1,8 mM de cloreto de calcio, 20 mM de Tris,
0,05% de Tween20, pH 7,6) foram usados e cloreto de sédio 2M foi
usado como uma solucao de regeneracédo. FGF2 foi imobilizado em uma
célula de fluxo FC2 ou FC4 e os resultados de FC1 ou FC3 foram
subtraidos para fornecer um sensorgrama final. A atividade foi avaliada
como um valor relativo para a preparacédo de aptamero de FGF2 padrao
tendo um teor de multimero extremamente baixo e preparada quando
em uso usando uma solucéo livre de um eletrdlito.

[091] A Tabela 1 mostra o método de preparacédo, a porcentagem
de teor de mondmero e os resultados de medicdo da atividade de
ligacdo a proteina de FGF2 das respectivas preparacdes de aptamero
de FGF2. A partir dos resultados, foi esclarecido que o teor de
mondémero da preparacdo de aptamero de FGF2 e a atividade de

ligacdo a proteina de FGF2 estéo correlacionados.
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Tabela 1
Porcentagem de teor de monémero e atividade de ligacéo a preparacao
de aptamero FGF2 de proteina de FGF2

preparagdo de aptamero de |método de preparagdo porcentagem de teor | atividade de

FGF2 (condicdes de de mon6mero (%) ligacao (%)
armazenamento)

2 mg/mL de preparagéo de |preparagéo sob demanda 98,7 98,1

manitol a 3,3%

20 mg/mL de preparagéo de |preparacdo sob demanda 91,3 91,6
manitol a 3,3%

20 mg/mL de preparacgdo de |25°C por uma semana 80,5 75,7
manitol a 3,3%

20 mg/mL de preparagéo de |25°C por duas semanas 71,5 65,2
manitol a 3,3%

20 mg/mL de preparacgado de |25°C por 1 més 63,4 57,2
manitol a 3,3%

20 mg/mL de preparacéo de |25°C por 3 meses 50,2 50,2

manitol a 3,3%

2 mg/mL de solucdo salina | 37°C por 2 dias 56,9 56,2
fisiolégica
2 mg/mL de PBS 37°C por 2 dias 57,2 60,6
20 mg/mL de solugéo salina |37°C por 2 dias 12,1 18,3
fisiolégica
20 mg/mL de PBS 37°C por 2 dias 11,3 13,1

Exemplo 5 (Teste de estabilidade da preparacao de aptamero de FGF2)

[092] O aptamero representado pelo aptamero ID1 foi dissolvido
em solucao de manitol a 3,3% ou 3,6% ou 4,9% a uma concentracao de
20 mg/mL ou 2 mg/mL, armazenado por 3 meses sob varias condi¢cdes
de temperatura mostradas na Tabela 2 e a porcentagem de teor de
mondmero e atividade de ligacado foram medidas por cromatografia de
exclusdo por tamanho e pelo método de SPR. Os resultados sédo

mostrados na Tabela 2.
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[093] A partir dos resultados, foi esclarecido que uma preparacéo
de aptamero de FGF2 preparado usando uma solugdo aquosa de

manitol livre de eletroélito é estavel.

Tabela 2

Resultados do teste de estabilidade da preparacdo de aptamero de
FGF2

concentracdo da |solugdo temperatura de |porcentagem de atividade de
preparacao armazenamento | teor de monémero |ligacdo
(mg/mL) (%) (%)

2 manitol a 3,3% -20°C 98,4 102,0

2 manitol a 3,3% 5°C 99,1 102,7
20 manitol a 3,3% -20°C 89,2 91,0

20 manitol a 3,3% 5°C 88,5 90,8

2 manitol a 4,9% -20°C 98,3 101,0

2 manitol a 4,9% 5°C 98,0 103,1
20 manitol a 3,6% -20°C 88,8 84,1

20 manitol a 3,6% 5°C 88,0 81,8

Exemplo 6 (Resultados em outras preparacoes de aptamero de FGF2)

[094] Os aptameros representados pelo aptdmero ID2-6 sao
dissolvidos em &gua (solucdo aquosa de manitol), solucdo salina
fisiologica ou PBS a concentracbes apropriadas para preparar
preparacdes de aptamero de FGF2. As preparacdes de aptamero de
FGF2 respectivamente obtidas sdo armazenadas sob varias condi¢des
de temperatura e temperatura de armazenamento por Varios meses e a
porcentagem de teor de monbmero e a atividade de ligacdo séo
medidas por cromatografia de exclusédo por tamanho e pelo método de
SPR.
aptamero ID2:
GL2-400TS-C6-
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C(M)G(M)G(MAMU(M)A(M)C(M)U(F) AM)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)U(
F)AMA(M)UM)G(M)U(F)UM)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)AM)G(M)
U(M)C(M)C(M)G(M)-idT;

aptamero ID3:
GL2-400TS-C6-
C(M)C(M)G(M)A(M)U(M)AM)C(M)U(F) A(M)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)
UFRAMAMUM)G(M)U(F)UM)AM)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)A(M)
G(M)UM)C(M)G(M)G(M)-idT;

aptamero ID4:
GL2-400TS-C6-
G(M)G(M)G(M)AM)U(M)A(M)C(M)U(F)A(M)G(M)G(M)GC(M)G(M)U(M)U(
F) AM)A(M)C(M)G(M)U(F)UM)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)A(M)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)idT-;

aptamero ID5:
GL2-400TS-C6-
G(M)G(M)G(M)A(M)U(M)A(M)C(M)U(F)AM)G(M)G(M)GC(M)AM)U(M)U(
F)UM)AM)U(M)G(M)U(F)U(M)A(M)C(M)C(M)A(M)GU(F)GU(F)A(M)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)idT-; e

aptamero ID6:
idT-
G(M)G(M)G(M)AM)U(M)A(M)C(M)U(F)A(M)G(M)G(M)GC(M)A(M)U(M)U(
F)AMA(M)U(M)G(M)U(F)U(M)A(M)C(M)C(M)AM)GU(F)GU(F)AM)G(M)
U(M)C(M)C(M)C(M)-C6-GL2-400TS
[095] A partir destes resultados, € esclarecido que outras
preparacoes de aptamero de FGF2 preparadas usando uma solucéo
aguosa de manitol livre de eletrolito também séo estaveis.
Exemplo Comparativo 1 (Teste de estabilidade da preparacéo de
aptamero de FGF2)

[096] O aptamero representado pelo aptamero ID1 foi dissolvido
em solucéo salina fisioloégica ou PBS a uma concentragao de 20 mg/mL

para preparar preparacoes de aptamero de FGF2. As preparacfes de
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aptamero de FGF2 respectivamente obtidas foram armazenadas por 3
meses sob varias condi¢des de temperatura mostradas na Tabela 3 e a
porcentagem de teor de mon6mero e a atividade de ligacdo foram
medidas por cromatografia de exclusédo por tamanho. Os resultados sé&o
mostrados na Tabela 3. A partir dos resultados, foi esclarecido que as
preparacdes de aptamero de FGF2 preparadas usando solucéo salina
fisiologica e PBS contendo eletrdlito sdo instaveis.

Tabela 3

Resultados do teste de estabilidade de aptamero de preparacdes de

FGF2 preparadas usando solucéo contendo eletrdlito

concentragdo da |solugéo temperatura de porcentagem de

preparacao armazenamento [teor de mondmero

(mg/mL) (%)

20 solugéo salina -20°C 65,4
fisiol6gica

20 solucédo salina 5°C 44.5
fisiolégica

20 manitol a 3,3% -20°C 68,2

20 manitol a 3,3% 5°C 36,8

Aplicabilidade Industrial

[097] A preparacdo de aptamero da presente invencdo pode
armazenar estavelmente um aptamero para FGF2 ou um sal do mesmo
por um longo prazo na forma de um liquido aquoso tal como injecéo ou
similares por refrigeracdo. Portanto, & extremamente util que isto pode
fornecer uma preparacdo superior em manejo como um agente
terapéutico ou profilatico para doencgas para as quais a inibicdo de FGF2
pode exibir efichcia (por exemplo, doencas acompanhadas por
angiogénese tais como degeneracdo macular relacionada a idade e

similares, doencas dos 0ssos ou cartilagens tais como osteoporose,
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artrite reumatoide, osteoartrite, fratura 6ssea e similares, dor).
[098] Este pedido é fundamentado em um pedido de patente N2
2018-124390 depositado no Japéo (data do deposito: 29 de junho de

2018), os conteudos do qual séo incorporados completamente aqui.
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REIVINDICACOES

1. Liquido aquoso, caracterizado pelo fato de que
compreende um aptamero ou um sal do mesmo que se liga a FGF2 e
um osmorregulador ndo eletrolitico, em que o aptamero ou um sal do
mesmo € estavel por um longo prazo.

2. Liquido aquoso, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o liquido é substancialmente livre de um
eletrdlito exceto o aptamero ou um sal do mesmo.

3. Liquido aquoso, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o aptamero compreende uma sequéncia
de nucleotideo representada pela formula (1) seguinte (em que uracila
€ opcionalmente timina):

N!GGAN?ACUAGGGCN3UUAAN*GUNPACCAGUGUNS® (1)

(em que N! e N°® sdo todos independentemente quaisquer 0
a varias bases, e N?, N3, N* e N° sdo independentemente qualquer uma
base),

e € o0 (a) ou (b) seguinte:

(@ um aptdmero em que, nos nucleotideos contidos no
aptamero,

() a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
pirimidina € um &tomo de fluor,

(i) a posicdo 2' da ribose de cada nucleotideo de
purina € um grupo hidréxi;

(b) o aptamero de (a), em que

() o atomo de fluor na posicao 2' da ribose de cada
nucleotideo de pirimidina é independentemente ndo substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo hidréxi e um grupo
metoxi,

(i) o grupo hidroxi na posicao 2' da ribose de cada
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nucleotideo de purina € independentemente n&o substituido, ou
substituido por um atomo ou grupo selecionado a partir do grupo
consistindo em um atomo de hidrogénio, um grupo metoxi e um atomo
de fluor.

4. Liquido aquoso, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o aptamero compreende uma sequéncia
de nucleotideo representada pela formula (3) seguinte:

N!GGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCN?®?
(3)

(em que N* e N®? sdo todos independentemente quaisquer 0
a varias bases).

5. Liquido aquoso, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o aptamero compreende uma sequéncia
de nucleotideo mostrada na SEQ ID N°: 3, 8, 9, 10 ou 12.

6. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o aptamero tem uma
concentracao de 1 a 60 mg/mL.

7. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o osmorregulador é
combinado em uma propor¢édo de 2 a 7,5 % (p/v) do liquido aquoso
integral.

8. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que o osmorregulador é
manitol.

9. Liquido aquoso, de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizado pelo fato de que o manitol esta contido em 1 a 50 mg por
1 mg do aptamero.

10. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que o liquido é

armazenado em ndo mais do que 5°C.
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11. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que uma proporgao de
um aptamero monomeérico € ndo menos do que 80% depois do
armazenamento a 4°C por 3 meses.

12. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que o liquido é uma
injecéo.

13. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que o liquido é para
prevenir ou tratar uma doenca acompanhada por angiogénese, doenca
dos 0ssos ou cartilagens ou dor.

14. Uso de um liguido aquoso como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizado pelo fato de ser na
preparacdo de um medicamento para prevenir ou tratar uma doenca
acompanhada por angiogénese, doenca dos 0ssos ou cartilagens ou
dor.

15. Liquido aquoso, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que é para o uso na
profilaxia ou tratamento de uma doenca acompanhada por

angiogénese, doenca dos 0ssos ou cartilagens ou dor.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "PREPARACAO DE APTAMERO".

A presente invencdo refere-se a formulacdo de uma
preparacdo por meio da qual a atividade de um aptamero, em particular,
um aptamero para FGF2 pode ser estavelmente mantida durante um
longo periodo de tempo. Como um resultado também fornecida € uma
preparacdo farmacéutica compreendendo um aptamero, em particular,

um aptamero para FGF2 como um ingrediente ativo.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

0O8E6022CFTFB®S8BS5S5 2

Campo 2

F 4 3 D CBBTFDZ2FDAZ2TF 4
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- Cédigo de Controle:
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