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DESCRIPCION
Preparacidén de aptamerc
Campo técnico
La presents invencién se refiere a una preparacion de aptamere, particulan iat

2 Una praparacion de aptamero gue
contiena un aptémere para un factor de crecimiento de fibroblasios basico (FGF2) comoe ingrediente active.

Antecedentas de {a téenica

En los Gitimos afios, las aplicacionas de los aptamearos de ARN a medicameantos, reactives de diagndstico y reactivos
de ensayo han llamadoe la atencibén, v algunos aptameros de ARN va se encuentran en la etapa de estudio clinico o
uso practico. El primer farmaco aptémero de ARN del mundo, Macugen (marca comercial registrada) (nombre general:
pagaptanib sédice), fue aprobado come farmaco terapdutico para la dagcno"ac‘én macular relacionada con ia edad
&n diciembre de 2004 en EE. UU. y en julic de 2008 en Japdn. Macugen {marca comearcial registrada) contiens un
aptéamere contra VEGF como cuerpo vive. El aptédmero estd compuesto por un oligenucledtido sintético que consiste
en 28 moléculas de 4cido nucleico y un derivado de polietilenglicol (PEG) esta unido al extremo 5 del mismo.

La forma de desificacidn de Macugen {marca comercial registrada)} s una inyeccidn con jeringa precargada y se
inyecta en el cuerpo vitreo. Es una inyeccion acuosa fransparente gue es de incolora a ligeramente coloreada y
contiene hidrégencfosfate de sodio, dihidrégenocfosfato de sadio, un agente iscténico y un ajustader de pH. Se ha
mostrado que esta formulacidn de preparacion es estable du'ante 8 meses en un enhsaye acelerado 8 252 °C y
durante 38 meses en un ensayo de almacenamiento a large plazo 8 523 °C (documento no de patente 1),

Por otra parte, en el momento de la presentacidn de la presente solicitud, no existia ningGn producto farmacéutico
aparte de Macugen (marca comercial registrada) que contuviera un aptamero como ingrediente activo, y no se sabe
en absolute qué formulacidn de preparacién es apropiada para preparacionas de aplameros.

El Solicitante esta desarrollando un preducts farmacéutico que contiene un aptamero para FGF2 como it
active v aplicable a la degeneracidn macular relacionada con la edad, la acondroplasia v el dolor causado por ef ef
{documentos de patente 1 v 2). En el procesc de desarroilo de una preparacion de aptamero de FGF2, los presen te
inventores obtuvieron resuitados de que una formulacién de preparacién considerada casi igual a Mewgan {mars
comercial regisirada) vy una formulacion de preparacion que contiene sclucidn salina tamponada con fosfate (PE‘*S
como medio no puede mantener la actividad. del aptémero de FGF2. El documento de patente 3 divulga un aptdmere
para FGF2 y el uso del mismo. El documento de patente 4 divulga un méfodo de almacenamiento a largo plazo de
perias acopladas a sustrate. Bl documento gue noe es de patente 2 informa sobre ios aptdmeros como posibles
farmacos de pesce molecular medio.
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Lista de documentos

Documentos de patente

documento de patente 1. WO 2011/089576

documento de patente 20 WO 2015/147017

documento de patente 3. EP 3 124 €11 A1

documanto de patents 4. WO 2000/118108 A1

{documento que no es de patente]

decumento que no es de patente 1. Formulario de entravista sobre productos farmacéuticos, agente terapéutico para
la degeneracion macular relacionada con la edad Macugen {marca comercial ragistrada), kit de inveccidn intravitrea
de 0,3 mg, marzo de 2015 (5% edicion revisada)

documento que no es de patente 2. Nakamura, Y. (Biochemie 145(2018) 22-23)
Sumaric de la invencién

Problema técnico

Por lo tanto, ia presents invencion tiene como objetivo propercionar una formulacién de preparacion capaz de
mantener de manera estable la actividad de un aptamero, parficuiarmente un aptamere para FGF2, durante un large

plazo, proporcionando asi una preparacion farmacéutica que contiene un aptéamere, particularmente un aptamero de
FGF2, como ingrediante activa,
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Solucidn al problema

Los presentas inventores han llevade a cabo estudios intensivos en un infento de lograr el propdsito mencionado
antericrmente y encontraron condiciones de preparacion dptimas para el aptémero de FGF2, lo gue dio como resultade
la complacion de la presente invencidn.

La invencidn se expone &n las reivindicaciones adjuntas

Efectos ventajosos de la invencién

aptémero para FGF2 ¢ una sal del mismo que es el ingradiente active se puede almacanar de manara estable durante
un large piazo en forma de un liquido acuecse.

Descripcidn de realizaciones

La presente invencién proporciona una preparacion farmacéutica gue contiene un aptamerc para FGF2 ¢ una sal del
mismo como ingrediente activo, en donde el aptamero o una sal del mismo se mantiene estable durante un largo plazo
{en o sucesive también se denominara "la preparacion de aptdmero de la presente invencién”). Como se usa en la
presenie memoria, "estable durante un largo plaze" significa que ia proporcidn de un aptamere mondmere después
del almacenarmiento de {a preparacién contenida en una botella de vidrio a 4 °C durante 3 meses no es inferior al

70 %. La proporcién del aptamero mondmers s un valor obtenido separando y detectando mondmeros y muitimeros
mediante cromatografla de exclusian por tamafic en las siguientes condiciones, v calculande {(drea del pico de
mondamerns) / (drea total del pice de mondmeros y multimeros) x100 (%)

aparato: ACQUITY UPLC H-Class Bie fabricado por Waters

detactor detector TUV fabricado por Waters

columna: columna ACQUITY UPLC BER200 SEC fabricada por Waters
concantracidn de la muestra: 8,2 mg/mi

volumen de inyeccidn: 5 b

sluyenta: acetonitiiio al 10 %/PBS

caudal 0,3 mifmin

temperatura de la columna: 28 °C

La preparacién de aptamero de la presente invencidn cenfiene un aptamerc para FGF2 ¢ una sal del mismo como el
ingrediente active, v un aosmorreguiador no electralitico.

Un aptémero se refiere a una molécula de gcido nucleico que tiene actividad de unién para una molécula diana
particular. El aptamero puede inhibir la actividad de una molécula diana particular uniéndose a la molécula diana. El
aptéamero que sera ol ingrediente activo de la preparacidn de aptémero de {a presente invencion es un aptémero que
tiens actividad de unidn a FGFZ. En una realizacidn preferida, el aptédmero es un aptdmero que pueds unirse a FGFZ
& inhibir la unidn entre FGF2 y el receptor de FGEF. ks decir, &l aptémero tiene actividad inhibidora contra FGF2.

El aptémerc usade en la presente invencién es un aptdmero que se une a FGF2, v mas preferiblemente un aptédmero
que puede unirse a FGF2 ¢ inhibir fa unidn entre FGF2 v ol receptor de FGF. Si of aptédmers usado en la presente
invencién inhibe o no ta unién entre FGF2 v el receptor de FGF sa puede evaluar, por ejempln, mediante un ansayo
gue usa &l métedo de resonancia de plasmén superficial tal comoe ef Ejempio 1 y similares.

3i bien e aptédmerc para FGF2Z no estd particularmente limitado, por ejemplo, e aptédmero descrito en WO
2015147017, especificamente, un aptamero gue contiene una secuencia da nucledtidos representada por la siguiente
fdrmula (1} {en donde uracilo es opclonalmente timina):
N'GGAN’ACUAGGGECNSUUAANGUNSACCAGUGUNA (1)

y es of siguients {a) o (b):

{a} un aptamero en donde, en ios nucledtidos contenidos en el aptamero,

{i} 1a posicidn 2’ de [a ribosa de cada nucledtido de pirimidina es un atomo de fitor,

(i} la posicidn 2' de {a ribosa de cada nucledtido de purina es un grupo hidroxi,

{b} un aptamero en donde, en ios nucledtidos contenidos en ef aptamere,
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(i} la posicién 2' de ia ribosa de cada nucledtido de pirimidina estd independientermnente no sustituida o sustituida con
un atomo o grupo seleccionado del grupe gue consiste en un alomo de hidrégeno, un grupo metoxi y un atomo de
fitior,

{il} la posicidn 2' de la ribosa de cada nucledtido de purina estd independienterente no sustituida o sustituida con un
atomo ¢ grupo seleccionado del grupe que consiste en un dtomoe de hidrégens, un grupn metoxi v un atomo de fitior.
En la formula (1) mencionada anteriormente, N' y N® son cada une independientemente cualquiera de 0 a varias
bases, y N2, N° N*y N°® son independientemente una base cualquiera. En ia presente memoria descriptiva, "base”

\

g
significa cualquiera de adenina (A), guanina (G}, citosina (C}, uracilo {U) o timina (T} que constituyen un acido nucleico.
Si bien el nimerc de bases de N' no estd patficularmente limitado slempre gue up aptémero gue contenga una
secuencia de nucledtidos representada porla formula {1) se una a FGF2, puede ser, por gjempilo, 0 - aproximadamente
10, G-9, 0-8, 0-7, 0-8, 0-5, -4, 0-3, 0-2 y similares, preferiblemente 0-2.

De manera similar, si bien el nimero de base de N® no esté paricularmente limitade, puede ser, por gjempio, 0 -
aproximadamente 10, 0-9, 0-8, §-7, 0-8, G-5, 04, 0-3 y similares, preferiblemente 0-10, 3-8 ¢ 5-&.

En una realizacién preferida, en la formula (1) mencionada anteriormente,
N'es G, GG, AG, C o hueco,

N2es Aol

N3es G, C oA

Ntes G Col

FesGoly

NP es UUCN® o AGUCN® gn donde N y N son cada uno independientemente cualquiera de 0 a varias bases. Aqul,
N' es un "hueco” significa gue N' estd ausente en la formula {1), as decir, N’ es 0 bases.

Si bien el nGmere de bases de N°' no esté particularmente limitade, puede ser, por ejemple, 0 - aproximadamente 10,
0-7, 0-6, -5, 0-4 y similares, preferiblementes -5, 1- 5, 0 2-4.

Sibien el nimern de bases de N> tampoco esta particularmente limitado, puede ser, por gjemglo, 0 - aproximadamente
10, G-7, 0-5, 0-4, (-3 y similares, preferiblemente -5, -4 ¢ (-3

En otra realizacién preferida, en la formula (1) mencionada anteriormente,
Nes G, (3G, A3 o hueco,

N2es Ao U,

N3es Go A,

Ntes ColJ,

Nees Gol

Nf es UUCNS 0 AGUCN® en donde N y N2 son como se definen anteriormente.

En una realizacidn preferida, of aptdmerc utilizade en la presente invencion sontiens una secuencia de nucledtidos
LAY 7723

2y o3y

7 AN

representada por la siguients férmula {

en donde N', N y N2 son como se definen anteriormente, mas preferiblemente, una secusncia de nucledtidos
representada por la férmula (3).

En una realizacidn preferida, of aptdmerc utilizade en la presente invencion sontiens una secuencia de nucledtidos
mnstrada por cualquiera de las SEQ 1D NG 112, Las secuencias de nucledtidos que se muesiran en fas SEQ 1D NO:
1-12 se dan a continuacion {en donde uracio es epcionalmente fimina) {en adelante, A, G, C vy U muasiran que la base
del nucledtide es adenina, guanina, citosina o uracilo, respectivamente):
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oa e e v 4
SRS Y ONTe RS
B R R

WY S NN
SR ‘°‘ { ovaial

B

En una realizacidén preferida, el aptamero utilizade en la prcs nte invencion cenfiene una secuencia de nuciedtidos
que se muestra enla SEQIDNGC: 1,3, 4, 5,6, 8 8, 10012, s preferiblemente, SEQ IDNGC: 3, 8, 8, 100 12,

En ofra realizacién preferida, ef ?ptamﬁro utitizade &n ia presente invencion contiene una secuencia de nucledtidos
que se muestra en la SEQ ID NG: 2 o 7 (abarcada en la férmula (2} mencionada anteriormente).

En otra realizacion preferida mas, el aptdmero ulilizado en la presente invencidn contiene una secuencia de
nucledtides que se muestra enla SEQ IDNQC 1, 3, 4, 5 6 u 8 (ebarcada en fa Hrmuls (3) mencionada anteriormente).

En una realizacién, el aptdmero utilizade en fa presente invencidn puede contener, en cualquiera de las secuencias
de nucledtidos mencionadas anteriorments, una secuencia de nucledtidos en donde 1 o varios nucieotxdcs 3€
sustituyen, delecionan, insertan o afiaden, siempre que el aptémero todavia se una a FGF2, y puede s

{a} un aptamero en donde, en ios nucledtidos contenidos en el aptamero,

{i} 1a posicidn 2’ de [a ribosa de cada nucledtido de pirimidina es un atomo de fitor,

{ii} la posicién 2’ de ia ribosa de cada nuciedtido de purina es un grupo hidroxi o

{b} un aptamero en donde, en ios nucledtidos contenidos en ef aptamere,

(i} la posicidn 2' de la ribosa de cada nucledtido de pinmidina asta independiantemente no sustifuida o sustituida con un
atomo o grupo seleccienado del grupo que consiste en un atomo de hidrégene, un grupo metoxi y un atoeme de fidor,
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(i} la posicién 2' de la ribosa de cada nucledtide de purina esta independientemente no sustituida o sustituida con un
atomn o grupe seleccicnado del grupo que consiste en un dtomo de hidrdgeno, un grupo metoxi y un dtomo de fltor.

Como se usa en la presente memoria, e ntmere de los nucledlidos mencionades anteriormente sustituidos,
delecionados, insertados o afiadidos no estd particularmente limitado siempre que of aptamero todavia se una a FGF2
incluso después de la sustitusidn, delecion, insercidn o adicidn. Pusde ser, por gjemplo, 1-aproximadamente 10,
preferiblemante 1-8, mas preferiblemante 1-5 méas preferiblemante 14, més preferiblemente 1-3, lo mas
preferiblemente 1 ¢ 2. Si bien &l sitio del nucledtido a ser sustituide, delecionado, inserade ¢ afladido no estd
particularmente limitade siempre que ei aptamero fodavia se una a FGF2 incluso después de {a sustitucion, delecidn,
insercion o adicién, en los sitios especificados como un tipe de nucledtide en la formula (1}, (2) y (3) mencionadas
anteriormente (es decir, A, G, C ¢ U}, los nucledtides se sustituyen, delecionan, insertan o afaden on of sitio 1-3,
preferiblemante 1 ¢ 2, més preferiblemente 1. Por otra parte, cuande pueden estar presentas varios tipes de
nucledtidos en las formulas (1), {2) v {3) {es decir, N', N2, N N4 N5 N8 N® o N8 se puede sustituir, delecionar,
insertar o afladir un mayor nimero de nucledtidos {por ejemplo, 1-aproximadamente 10, preferiblemente 1-6, més
preferiblemante 1-5, mas preferiblemente 1-4). Por gjempio, cuando la secuencia de nucledtidos que se muestra en
la SEQ 1D NO: 3 es la secuencia origingl, la SEQID NO 1 es la SEQID NG 3 en la que el CC 3-terminal se sustituye
por UCGA, la SEQID NO: 4 25 la SEQ 1D NO: 3 en la que s& deleciona un nucledtido de cada une de ambos extremos,
la SEQ ID NO: S es la SEQ ID NO: 3 enia que G se aflade al extreme 8 y C se aflade al exirermo 3 la SEQ ID NO: 8
es la SEQ 1D NO: 3 en a que A se afade al extramo 5, ia SEQ D NO: 8 es la SEQ ID NOG: 3 en la que la & 5Herminal
se sustituye por G, y la C© 3-terminal se sustituye por G, la SEQ 1D NO: 2 es la SEQ ID NO: 3 en la que GG S'4ermingl
se sustituye por CC, y CT 3'-terminal se sustituye por GG, fa SEQ 1D NO: 10 eg la SEQ D NO: 3 en la que fa A ntmere
14 se sustituye por G, y la U nimero 19 se sustifuye por C, vy [@ SEQ ID NO: 12 esla SEQID NGO Zenlaguela A
nimerc 17 se sustituye por U.

La longitud del aptamero utilizado en la presents invencion ne esta particutarmente limitada, y normalmeante puede sar
de aproximadaments 10 a aproximadamente 200 nucledlidos y pueds ser, por eiemplo, ne menos de
aproximadamente 20 nucledtidos {por ejemplo no menos de 25 nucledtidos, no menos de 30 nucledtidos, no menos
de 31 nucledtidos, no menocs de 32 nucledtidos, no mencs de 33 nucledtidos), preferiblemente no menos de 25
nucledtidos, mas preferiblemante no mencs de 30 nucledtidos, mas preferiblemente no menos de 33 nucledtides.
Ademés, puede ser, por ejemplo, no mas de aproximadameante 100 nucledtidos, generalments ne més de
aproximadamente 80 nucledtidos, preferiblemente no méas de aproximadamente 70 nucledtidos, mas preferiblemente
no mas de aproximadamente S0 nucledtidos, mas preferiblemente no mas de aproximadamente 50 nucledtidos,
adernas preferiblemente no més de aproximadamente 45 nucledtidos {por gjermpin no mas de 44 nucledtidos, ne mas
de 43 nucledtidos, no mas de 42 nuclestidos, no mas de 41 nucledtidos, no mas de 40 nusledtidos). Cuandeo of nimero
total de nucledtidos sea menor, la sintesis quimica v la produccién en masa serdn mas faciles, v habrd una gran
ventaja importante en términos de costo. También se cree gue la modificacién quimica es facil, la estabilidad en e
cuerpo es alta y la foxicidad es baja.

Par lo tante, fa longitud del aptédmero utilizado en la presente invencidn puade ser generalmente de aproximadaments
10-aproximadamente 200 nucledtidos, preferiblemente 20-80 nucledtidos, mas preferiblermente 25-80 nucleétides,
mas preferiblemente 25-50 nuciedtidos, lo mas preferiblemente 30-45 nucledtidos.

El aptamero utilizado en la prasante invencion puede ser un conjugadn seleccionadn del grupo qua consiste en un
conjugado de varics aptédmeros que confienen una sscuencia de nuciedtidos reprasentada por la fdrmula (1)
mencionada anteriormente {aptamere (A)), un conjugado de varios aptémeros que contienen una secuencia de
nucledtidos en donde 1 o varios nucledtides estan sustituidos, delacionadoes, insertados ¢ afadidos en ia secuencia
de nucledtidos representada por Ia férmuia (1) mensionada anteriormente (aptémerc {(B)), y un conjugado de 1 ¢ varios
aptdmeres (A} y 1 o varios aptameros (B). Estos conjugadoes también pueden unirse a FGF2

;

Adqul, la conjugacion se puede lograr mediante la unidn en tdndem. En la conjugacién, se puede utilizar un conector.
Como sohector, se pueden mencionar cadenas de nucledtides {p. e}, de 1 a aproximadamenta 20 nucledtidos) y
cadenas no nuclectidicas {p. e, -(CHan-conector, -{CHXCH2OY~conector, conector de hexastilenglicel, conecter de
TEG, conector que contieng péptidos, conector gue contiene enlaces -88-, conector que contiene enlaces -CONH-,
conector que contiene eniaces -OFO;s-). La pluralidad mencionada en el conjugade anteriormente descritc de una
pluralidad de los mismos no estd particularmente limitada, siempre que sea dos o mas, y ia pluralidad puede ser, por
gjempio, 2, 3 o 4.

Cada nucledtido contenido en el aptamerc utilizado en la presente invencion es igual o diferente y puede ser un
nucledtido gque comprende un grupe hidroxilo en la posicidn 2' de la ribosa (por ejemplo, ribosa del nucledtido de
pirimiding, ribosa del nucledtido de purina} {es decir, un nucledtido natural) o un nucledtide en donde al grupco hidroxiio
estd sustifuido {modificado) por cualquier dtomo o grupe en la posicidn 2 de ia nbosa (g veces se indicard come
"nucledtido modificado” en la presente memoria descriptiva).

Como ejemplos de cualguiera de dichos dtomos o gripos, puede mencionarse un nuciedtido sustituido por un atomo
de hidrégenc, un dtomao de fidor o un grupo -C-alguile {por ejampic, grupo -O-Me}, un grupo -O-acilo (por ejemplo,

grupo -O-CHOY, o un grupe aminoe {(por gjemplo, grupe -NHz2). En &l aptédmero utilizade en la presente invencién, al
menocs un tipe {por efemplo, 1, 2, 3 0 4 tipos) de nuciedtido también puede ser un nucledtido modificade gue comprende
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un grupo hidroxilo, o cualquier dtomo o grupo descrifo anteriormente, por ejemplo, al menos dos tipos {por gjemplo, 2,
3 o 4 tipos) de grupos seleccionados del grupo gue consiste on un atomo de hidrdgeno, un atomo de fldor, un grupeo
hidroxiio v un grupe -O-Mea, &n a posicidn 2' de ia ribosa.

En el aptamerc utilizado en la presente invencidn, todos los nucledtides de pirimidina pueden ser nucledtidos en donde
la posicidn 2° de la ribosa es un dtomo de fitor, o pueden ser iguales o diferentes, y nucledtides en donde el atomo de
fiior no estd sustituide ¢ esta sustituido con cualquier atomoe ¢ grupo meancionado antericrmente, preferiblemente un
atomo ¢ grupoe seleccionade del grupo gue consiste en un atomo de hidrégens, un grupo hidroxilo y un grupo metoxi.
En particular, cuando se aplica un método de produccion que utiliza el kit de transcripcién DuraScripe™ 77 (fabricade
por Epicentre) como método de produccion del aptédmere utilizado en ia presente invencion, se puede obtener un
aptémerc en donde la posicidn Z' de ia ribosa de tedos los nucledtidos de pirimidina estéd fiuorada. El aptamero en
donde ol dtomo de fidor estd sustituido por otro &temeoe o grupo mencionado anteriormeante puede producirse mediante
el método que se menciona a continuacion,

En el aptamero utilizado en la presente invencion, fedos los nucledtides de purina pusden ser nucledtidos en donde
la posicion 2' de la ribosa es un grupe hidroxi, o pueden ser iguales o diferentes, v nucledtidos en donde el grupo
hidroxi no estéd sustituidc, o un nucledtido sustifuido por cualquier dtomo. ¢ grupe mencionade anteriormente,
preferiblemente un &lomo o grupo seleccionado del grupo que consiste en un atomoe de hidrégeno, un gripo metoxi y
un atomo de fliior en la posicion 2' de la ribosa. El aptamero en donde un grupo hidroxilo esta sustituido por otro étomo
o grupo mencicnade anteriormente pusde producirse mediante o método mencicnado a continuacién.

En el aptamere utilizado en la presente invencién, fodos ios nucledtidos de pirimidina pueden ser nucledtides en donde
el dtomo de fldor en la posicidon 2' de la ribosa esta sustituido por cualquiera de los atomos o grnipos mencionados
anteriormente, por gjemnplo, Ins mismos dtomos o grupos seleccionados del grupn que consiste en un atomo de
hidrégenoe, un grupo hidroxi y un grupo -O-Mea.

Ademas, en el aptdmero utilizado en la presente invencién, ademas, todos los nucledtidos de purina pueden ser
nucledtidos en donde el grupo hidroxi en la posicidén 2' de ia ribosa estd sustituido por cuaiquiera de los dtomos ©
grupos mencichados antericrmente, por gjemplo, los mismoes atomns ¢ grupos seleccicnades del grupo que consiste
en un atomo de hidrégene, un dtemo de flder vy un grupe -O-Me.

En una realizacion preferible, cada nucledtido de pirimidina contenido en el aptamero utilizado en [a presente invencidn
es un nucledtido que contiens un dlomo de flGor en la posicidn 2' de ia ribosa, y cada nucledtido de puring es un
nucledtido gua fiene un grupe hidgrod en ia posicidn 2’ de a nibosa. En ofra realizacidn, ef dtomo de fldor mencionado
anteriormente en la posicidn 2' de la ribosa de cada nucledlido de pirimidina estd opcionaimente sustifuide
independientemente por un atomo ¢ grupo seleccionade del grupo que consiste en un atomo de hidrégeno, un grupe
hidroxi v un grupo metoxi. y el grupe hidroxi mencionado anteriormente en la posicidn 2 de la ribosa de cada nucledtido
de purina estd opcionalments sustituide independienternente por un dtomo o grupe seleccichado del grupo que
consiste en un atomo de hidrégeno, un grupe metoxiy un &tome de fitor.

En esta descripcién, se asume que los nucledtidos gue constituyen el aptamero son ARN (es decir, se asume que los
grupos de azdear son ribosa) al describir como se modifican os grupos de azicar en ios nucledtidos. Sin embargo,
esto no significa que el ADN esté exenio de los nucledtidos que constituyen &l aptémearc, v una madificacion del ARN
debe leerse como una modificacién del ADN, segiin sea apropiado. Cuando el nucledtide gue constitiive ef aptémero
es ADN, por ejemplo, el reemplazo del grupo hidroxilo en la posicidn 2' de la ribosa por X debe interpretarse como un
reempiazo de un dfomoe de hidrégeno en ia posicion 2' de la desoxirribosa por X,

Cuando el uraciie se sustituye por timina en el aplamero de la presents invencion, se pueds aumantar ia actividad de
unién de FGOF2, la actividad inhibidora de la unién FGF2Z-receptor de FGF, iz esiabilidad, la capacidad de
administracion del farmaco y la estabilidad en la sangre del aptédmero y similares.

En el aptamero ulilizado an la presents invencién, 1 ¢ varios, por ejemple, 1-2, 1-3, 14, 1-5 nucledtides de eniace
diéster del &cido fosférice en el nucleétide pueden medificarse o sustituirse por cualguier sustituyvenie(s). Por ejemplo,
el enlace diéster del acido fosférico puede sustituirse por un enlace fésforctioato, un enlace fosforoditioato, un enlace
algquiifesfonate, un enlace fosferamidato vy similares. Aqui, por ejempio, el nucledlido estd sustituido por un enlace
fosforcticate” significa que un grupe de dcide fosforice en un sitio de unidn entre nucledtidos adyacentes esté suifurado,
as decir, un eniace fosfodiéster se altera a un enlace fésforotioatc.

En ol aptémero utilizado en la presente invencién, uno o varios, por ejemplo, 1-2, 1-3, 14, 1-5 nucledtidos pueden
sustituirse por &cido nucleico con puente {BNA) ¢ acido nucleico blogueado (LNA) para estabilizar of aptémerc v

mejorar te actividad del misme. Como se usa en la presente memuoria, el "4cide nucleice con puente” se refiere a uno
gue tiene una estructura en donde la afinidad de unién a una secuencia complementaria se mejora restringiendoe &l
grado de libertad del acido nucleico por entrecruzamiento intramolecular y adquiere resistencia a las nucleasas. Los
gjempios da log mismoes incluyen, perc no se limitan a, 2',4-BNA (&cido nucleico blequaado (LNAY), &cido nucleico con
puente de 2'-0,4'-C-etileno (ENA) y sinvlares.
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El aptamerc utilizado en la presente invencidn puede ser unc en donde un residuc de azlcar (por ejemplo, ribosa) de
cada nuciedtide se ha ms)di*‘icado para aumentar la actividad de unidn a FGF2, la estabilidad, ia capacidad de
administracion del farmaco y similares. Comoe ejemplos de medificacion en un residue de azticar, se puaden mencionar
el reemplazo del dtome de oxtgcno en la posicion 2/, posicic’m 3’ vio posicidn 4' del residuo de azlcar con ofro atomo,
y similares. Como el tipo de modificacién, puaden mencionarse “iuordcmn, O-alquilacion (por ejemplo, O-metilacion,
O-etilacidn), C-arilacion, S-alquilacion (po- elemplo, S-metilacién, S-etilacidn), S-arilacién y aminacion {por ajo-‘*‘p’o
-NiH2). Ademas, 1os qcmplos de los mismos incluyen 4'-8RKNA en donda el oxiganc de la posicidn 4' se r‘oef“p laza con
azufre, LNA /amdc nucleice bloqueado) en donde fa posicién 2'y la pesicidn 4' estdn reticuladas mediante melileno,
acido nucleico 3'-N-fosforamidato en donde el grupe hidroxile en fa pos&cxo‘" 3 se reemplaza con un gn po amino y
similares. El aptdmero ulilizado en la presente invencidn a veces se prodiice con una modificacion dada del atomo de
oxigeno an fa posicidn 2' de a ribosa del nucledtido de pirimiding, debide al métode de produccidn del mismo.

Cuande se aplica un métode de preduccidn gue utiliza, por ejernplo, el kit de transcripcién DuraScribe™ T7 (fabricado
por Epicentre) como método de produccion del aptémero utilizado en la presente invencidn, se produce un aptamero
en donde ia posicidn 2' de la ribosa de preferiblemente todos 1os nucledtidos de pirimidina esté fluorada. Por o tanto,
&s posible producir diversas variaciones de aptdmeres que tengan actividad mejorada inciuso aungue la secuencia de
basas sea la misma, aplicando dicha aiteracidn an el residuo de azlicar al aptémere aobtenido. De lo anterior, &l
aptamero utilizado en la presente invencién puede ser preferiblemente un aptamere en donde se madifica un residuo
de aztcar de al menos un nucledtide. Dichas alteraciones en el residuc de azlcar se pueden realizar mediante un
método conacide per se (véase, por ¢jamplo, Sproat et al., (1891) Nucl Acid. Res. 18, 733-738; Cotton et al, (1981}
Nucl Acid. Res. 19, 2628-2635; Hobbs et al., (1873} Bicchemistry 12, 5138-5145). Para ser espeacifico, s& puede
producir un aptamero en donde el grupo hidroxilo en la posicién 2' de la ribosa esta sustituido por un atome o grupo
seleccionado del grupo que consiste en un dtomo de hidrdgeno, un grupo hidroxilo v un grupo metoxi usando, como
base, un aptédmaro en donde el grupo hidroxile en ia posicién 2' de fa ribosa de todos los nucledtidos de pirimidina estd
sustituide por un grupo fidor.

El aptémere utilizado en la presente invencidn también puede tener una base de acido nucleico (por ejempilo, purina
o pirimidina} alterada {por ejemplo, sustitucion quimica) para mejorar la actividad de unidn a FGF2, 1a prevencion de
la multimearizacion, la estabilidad, la capacidad de administracidon del farmace y similares. Como sjemplos de dichas
alteraciones, se puede mensionar la alteracion de pirimiding en la posicidén 5, la alteracidn de purina en fas posiciones
& yfu 8, la alteracidn con una amina extraciclica, la sustitucién con 4-ticuridina vy la sustitucién con 5-brome o 5-yodo-
uracilo. El grupo fosfate contenido en el aptédmero ulilizado en la presente invencidn puede alterarse para f‘or'fe':
rasistencia a la nucleasa y ia hidrélisis. Por ejempln, el grupo P{OI0 se puede reemplazar con P(O)S {tinato), P8}
{ditioatn}, PIOIN(RIR {amidato}, P{OR F{OIOR, CO o CHy (formacetal) ¢ 3-amina {({NH-CHx-CHa-) [en ¢ gonde (,ada
unidad de R o R’ es independientemente H ¢ un alquile sustituido o no sustituide (por ajemple, metilo, atilo}]

El grupo de enlace es, por ejemplo, -O-, -N- ¢ -S-, ¥ los nuclestidos puaden unirse a un nucledtido contiguo a través
de astos grupns de enlace.

Las siteraciones también pueden incluir alteraciones fales como caperizaen 3'y 5

Ademas, se puede realizar una alteracidn afadiendo a un exdremo un polietilenglicol {PEG), amincdcido, péptide, d7T
invertida, acido nucieico, nucledsidos, miristoilo, litocsiico-oleilo, docosanilo, laurcilo, estearcilo, palmilcile, olecilo,
linoleciio y otros lipidos, estercides, colesterol, cafeina, vitaminas, colorantes, sustancias fluorescentes, agentes
anticancercsos, toxinas, enzimas, sustancias radiactivas, biotina y similares. Para dichas modificaciones, véanse, por
ejemplo, las Patentes de EE. UU. 5.660.885 y 5.756.703.

En particular, cuando la alteracidn sa realiza madiante la adicién terminal de PEG, el pesc molecular de PEG no esta
particularmente limitado v es preferiblernente 1.000-100.000, mas preferiblemente 30.000-80.000. Ei ?Eu puede ser
lineal o ramificado an dos o mas cadenas (PEG de miuiltiples brazos). La adicion terminal de PEG es Util para prevenir
la mulimerizacidn dal aptamero mencionado a continuacion.

Dicho PEG no estd particularmente limitado, v los expertos en a técnica pueden seleccionar v usar apropiadamente
PEG conocido o disponibie comercialmenta (por ejemplo, hilpiiwww. peg-drug. comfpeg_product/branched html). Los
sjemplos preferibles especiiicos del PEG que se aplicara al aptémere utilizado en la presente invencidn incluyen PEG
tipo G de 2 ramas gue ten2 un peso molecular de 40.000 (SUNBRIGHT GL2-400GS fduil(,a\ o por NOF
CORPORATION), PEG de tipo T8 de 2 remas gue ligne un pese molecular de 40.000 (SUNRBRIGHT GL2-4007TS
fabricado por NOF CORPORATION), PEG tipo TS de 4 raras que tiene un peso molecular de 40. "OO (SbNBRiGHT
GLA-400TS fabricade por NOF CORPORATION), PEG tipo TS de 2 ramas que tiene un peso molecular de 80.000
{SUNBRIGHT GL2-800T8 fabricado por NOF CORPORATION), PEG tipo TS de 4 ramas que tiena un peso molecular
de 80.000 (SUNBRIGHT GL4-800TS fabricade por NOF CORPORATION) v sinvlares,

En este caso, en ¢l aptamero utiiizado en la presente invencion, se puede afladir PEG directamente al extremo. Es
méas uié.fé.ﬂbie gue se afada al extremc del mismo un conector que tv-ga un grupo que se pueda unir a PEG y
simitares, vy que o PEG se afada al aptamero utilizado en la prasente invencidn a través del conector.
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El conector para PEG v of aptémero utilizado en ia presente invencidn no esta particularmente limitade, y el numero
de cadena de carbonos, ef grupo funcional v similares se pueden seleccionar apropiadamente segin ef sitio de union,
gl tipe de PEG y similares. Los ejemplos de dicho conector incluyen un conestor gue tiene un grupe aming.
Especificamente, cuando se afiade al extremo 5, se puede mencionar el conector ssH {(SAFC) o DME{OIMT-AMING-
MODIFICADOR {GLEN RESEARCH), v cuando se afiade al extrerno 3/, s¢ puade mencionar TEA Amino C-8 Icaa
CPG (ChemGenes) y similares. Cuando se selecciona este conector, por gjemplo, se afiade un grupo activo de N-
hidroxisuceinimida al PEG y se hace reaccionar con un grupo amino en ¢l lade del conector, mediante io cual el
aptémearc utilizado en la presente invencién pusde unirse a PEG a través del conestor.

Cormo PEG y conector, se pueden utilizar preferiblemente productos disponibles comercialmente. Las condiciones de
la reaccidn y similares relacionadas con la unidn de PEG, un conector y of aptamero utilizado en la presente invensidn
pueden ser determinadas apropiadamente por los expertos an la téenica.

Las realizaciones mas preferidas del aptamero utilizado en la presente invencidn inciuyen el aptamero ID1 gue
contiene la secuencia de nucledtides que se muestra en la SEQ ID NO: 3

Y IR T I

Y 1o )
SN N s3]

el aptamero D3 gue contiene la secuencia de nucledtidos gue se muestra en fa SEQ (D NO: &

el aptamerc 104 que contiene ia secuencia de nuciedtidos que se muestra en la SEQ D NO: 10

el aptamerc 105 que contiene {a secuencia de nucledtidos que se muestra en fa SEQ 1D NO: 12

ol aptédmaro 106 que contiens la secuencia de nuciedtidos que se muestra en la SEQ 1D NO: 3
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En cada una de las formulas mencionadas anteriormente, los paréntesis en cada nuclebtide indican la modificacién
de la posicién 2' de ia ribosa, F es un dtomo de fldor y M es un grupo metoxi.

independientemente de cual de estos aptameros se utilice, esios aptédmeros pueden estar presenies de manera
estable en i3 constitucién de la preparacion de aptdmercs de la presente invencidn vy, por lo tanto, son adecuados
come ingradiente activo de la preparacidn de aptémeros de la presente invencion.

El aptémere utilizado en la presente invencion puede ser una forma libre o una sal farmacéulicamente aceptable del
mismo. Los gjemplos de tales sales incluyen sal metélica, sal de amonio, sal de adicidn de amina organica, sal de
adicién de amincacidos v similares. Los ejemplos de sal metalica incluyen sales de metales alcalinos tales comgo sal
de sodic, sal de potasic y similares, sales de metales alcalinotérrens tales como sal de magnesio, sal de calcio y
similares, sal de aluminio, sal de zinc v similares. Los ejemplos de sal de amonic incluyen sales tales como amonio,
tetrametifamonio y similares. Los ejemples de sal de adicidén de amina organica incluyen sales tales come
trishidroxiaminometano y similares. Los ejemplos de sal de adicidn de aminocacidos incluyen sales de lisina, arginina,
histiding, triptéfano, orniting y similares.

La concantracion del aptamearo para FGF2 ulilizado en la presente invencidn no asta particularmente limitada, v
aptamero puede estar contenido en cualquier cantidad siempre que la preparacién de aptéamero de la presente
invencion ejerza ia eficacia y of efecto deseados. En la presente mamoria descriptiva, la "concentracién del aptamers”
significa la proporecidn (ma/mi) del paso de ia parte de scido nuclaico unida por ef enlace fosfale 53 que constituye
la molécula de aptémerd con respacic al volumen de toda la preparacion. La concentracion del aptémero es, por
gjempio, 1-60 mg/mi.

Cuando la concentracidn del aptémero para FGF2 excade los 20 mg/mi, tiende a producirse faciimente un multimaro
del aptamero incluse a la temperalura general de almacenamianto de 4-5 °C. El aptédmero para FGFZ, cuando estd
presenie como mondmero, se une a FGF2 e inhibe la funcidn de FGF2 y ejerce su eficacia. Sin embargo, cuando se
multimeriza, la unién a FGF2 no s& observa en un ensaye que utiliza viacore. Se considera asi que ef aptdmers no
inhibe la funcion de FGF2 {(véase el Ejemplo 4} Cuando la concentracion del aptamers es baja, ia distancia
intermolecular es larga y 18 tendencia a multimerizar s baja. Sin embargo, cuando la concentracidn del aptémerc
excede los 20 mg/ni, el aptédmere se multimeriza incluso & le temperagtura general de almacenamiento de 4-5°C, como
resultado de lo cual la actividad de unién a FGF2 tiende a disminuir en su conjunto (véase el Ejemplo 5). Por ic tanto,
el limite superior de la concentracion del aptdmero de FGFZ en la preparacidn de aptémero de la presente invencidn
28 desaablaments una concentrasién que no exceda 20 mg/ ml. Ademas, cuandc la concentracion del aptamere en
la preparacién de aptamerce de la presente invencion es baja, es posible que no se obtenga el efectc como uha
inyacoidn. Por lo tante, aungue el limite inferior de la concentracion del aptdmero en la preparacién de aptémero de ia
presente invencidn no esta particularmente limitade siempre que se pueda oblener el efecto como una inyeccidn, es
deseable, por ejernplo, una concentracidn de no menos de 1 mg/ mi.

La forma de dosificacion de la preparacion de aptédmere de la presente invencidn no estéd particularmeante limitada
siempre que sea un liguido acuoso. Preferiblemente es una inyeccién. Dado que la preparacién de aptamero de fa
presente invencién es un liquido acuoso, el aptémere para FGE2, que es el ingrediente activo, se disuelve en un
disohvents.

Es bien sabide que los aptameros generalimente requieren una sal inorganica, que es un electrolito fuerte, para
mantener su estructura de orden superior. Macugen {marca comercial registrada), que es el Gnico producto
farmacéutico de aptamero actualmente en el mercado, también contiene hidragenocfosfato de sodin, dihidrégenofosfato
de sodin, un agent2 de isclonicidad y un ajustador de pH. Se ha mostrade que Macugen en este estado es estable
durante € meses en un ansayo acelerado a 25 £ 2 °C y durante 36 meses en un ensayo de almacenamients & largo
plazo a 5+ 3 °C. A parlir de esto, los expertos en la técnica deberfan considerar que una sal inorgénica (elecirelito) es
necesaria para la existencia estable del aptédmero en una inyeccidn mientras se mantiene la estructura de orden
superior del aptamern.

Sin embargo, como se muestra en el Ejemple mencionade & continuacién, se encontrd gue cuando se usa PBS o
solucion salina fisioldgica como disolvente, el aptémero mencionado anteriormente para FGF2, gue es el ingrediente
active en la presente invencidn, tiende a perder estabilidad v formar un multimerc debido a la influencia de la sal
inorgénica gque es un electrolito fuerte v, compo resultade, plerde la actividad de unién a FGF2. Por o tanto, los
presenies inventores usaron agua libre de una sal inorgénica {alectrolito) como disolvenie vy encontraron
inesperadamente que se suprimid la multimerizacién del aptémeroe de FGFZ y aumentd la proporcidn de aptamere de
FGF2 presente como mondmero {véase el Ejermnplo 3).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 992 308 T3

Sin desear quedar ligado a ninguna tecria, cuando un aptamero de FGF2 se disuelve en agua, el valor de Tm del
aptamero de FGF2 no se puede medir comn se muasira en e Ejemplo 1, y el desplazamiento de protones en RMN
no se pueds observar come se muastra en el Ejemple 2. Por o tanto, se asume que el aptémero de FGF2 disueltc en
agua existe como un mondmero en un estado de estar Cempletamantc estirade. Es decir, se cree que la estructura de
orden superior del aptdmero, que se considera necesaria para la construceidn de la actividad, se destruye utilizando
agua libra de sales incrgénicas como disolvente, se desnaturaliza y existe en un estado menocatenaric, por o que se
pueds avitar la desactivacién (multimerizacian). Ademas, como se muestra en los Ejemplos 4 v 5, cuando sa realizé
&l ensayo de resonancia de plasmdn superficial (SPR) disciviendo en una sclucidn que contenia un electrolito, el
aptamero de FGF2 mantuve la aclividad de unidn a FGFZ. Por lo tanto, se demostré que, cuando &l aptémero de
FGF2 disuelto en agua se administra en el cuerpo, la estructura de orden superior requerida para la actividad del
aptémerc se reconstruye madiante la accidn del slectrolito presents en el fluide corporal, v puede exhibir la actividad.

Comgo se describié anteriormente, se reveld gue una formulacidn de preparacién en la que la estructura de orden
superior del aptamerc de FGF2 se destruye intencionalmente para provocar un estado completamente alargado
disolviendo ef aptédmero en un disolvents libre de un alectrolito, evitando asi también la multimerizacién durante el
almacenamiento a large plazo v que, después de la administracion, ia estructura de orden superior se reconstruye
mediante exposicién a una concantracion de sal fisicidgica v ia efacac:a gjercida puede eventualmente mantener ia
actividad del aptémerc de FGF2 durante un large plazo. La presente invencidn se ha completado verificando en detalie

ol modo de existencia del aptamero en dicha solucion, v no puade ser faciimente imaginada ni siquiera por los expertos
en la técnica.

De lo anterior, el discivente usadc para ia preparacidn de aptamerc de la presente invencion es preferiblemente un
disclvente acuoso libre de una sal inorgénica (electrolite), v es particularmente preferible el agua.

Como se describié anteriormente, dado que se usa un disolvente libre de una sal inorganica (electolito) para a
preparacion del aptamero de la presente invencién, la presién osmdtica es baja y la preparacién no se puede usar
como una inyeccion tal como esta. Por o fanto, la preparacién de aptamero de ia preser nte invencidn se caracteriza
porque contiene un osmorregulador no eiect*cistxco {osmoiito) con of fin de ajustar ia relacidn de presidn osmdtica con

A

respecto a la presién osmdtica del plasma a 1 ¢ mas, preferivlaments 1-3.
El osmorregulador usado para la preparacion de aptameros de la presente invencidn es manitol.

La cantidad del osmorregulador no estéd particularmente fimitada, y los expertos en la téonica pueden cambiar
apropiadamente la cantidad de aptdmere de FGF2 en la preparacion segln &l tipoe {paso molecular) del osmorreguladeor
que se va a usar y la presion csmética diana. Por ejemplo, cuando se utiliza manitol como osmorreguiador v ia relacidn
entre la presidn osmdlica y la solucion salina fisicldgica es aproximadamente 1, la relacidn de mezcla del
nsmorrequlador en toda la inyeccidn es del 2-7.5 % (p/v). Mas especificamente, cuandoe la relacidn entre la presion
osmdlica y la solucidn salina fisioldgica es 1, la relacidon de mezcla de manitol es of 4,8 % cuande la concentracién del
aptémeara de FGFZ mencionade anteriormente es 2 mg/ml, v la relacidn de mezcia de manitol as ef 3,6 % cuando ia
concentracion del aptamere de FGF2 mencionade anteriormente es 20 mg/ml.

La preparacién de aptédmerce de la presenie invencidn preferiblemente estd sustanciaimente libre de un electrolito
distinto del aptémero para que FGFZ o una sal del mismo sea of ingrediente activo. Como se usa en la presente
memoria, "sustanciaimente libre" significa que puede contener una pequefia cantidad de electrolito siempre gue &l
aptémero de FGF2Z en la preparacidn pueda almacenarse de manera estable durante un largo plszo. Més
preferiblemente, ia preparacién de aptamero de la presente invencidon no contiene un electrolito distinto del aptémero
para que FGF2 o una sal del mismoe sea of ingrediente activo.

LLa preparacién de aptamero de la presente invencién puede contener ademds un aditivo farmacéuticamente aceptable
cuande sea necesario. Los e:emp!os de tales aditivos incluyen estabilizadores, conservantes, solubllizantes,
tampones, ajustadores de pH, agentes calmantes y similares, y preferiblemente se pueden usar aditivos Tarmacéuticos
no electroliicos bien conocides que se usan convencionalments como adifives para inyecciones.

ElpH de la preparacidn de aptdmero de la presente invencidn no esta particularmente limitado. Cuando la preparacién
se usa comp una inyeccidn, ol pH es deseablements cercano a neutro y pusde seleccionarse apropiadamernte dentro
del rango de, por ejamplo, & a 8, preferiblemente 6 a 8. Cuando un aptamere para FGF2 ¢ una sal del mismoe, que a8
&l ingredients activo, se disueive an agua, el pH de la solucion se encuentra dentro dal range mencionado
anteriormente. Por lo tanto, no &s necesaric afiadir un ajustador o tampdn de pH de electrolito a la preparacidn de
aptamerc de la presente invem,son.

La preparacién de aptéamero de la presents invencién pueds contener otros ingradientes actives sie mp q ne
afecten adversamente a la actividad y estabilidad del aptémerc de FGF2. Come tal ingrediente activo, pueden estar
contenidos inhibidores de VGEF tales como MeGen {marca comercial registrada), Lucentis (marca bcme.b.ai
registrada), Evlea {marce comercial ragistrada), Avastina (marca comercial ragistrada) y similares como farmacos
ferapéuticos para enfermedades acompafadas de angiogénasis v similares, agentes antiinflamatorios tales como
esternides y mmtiare% preparaciones de hormona de crecimiente humana tales como Norditropina {marca comersial
registrada) v G enotropma {marca comercial registrada) como agentes terapéuticos para enfermedades Gseas y
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similares, v agentes analgésicos/sedantes fales como morfina. Los gjemplos de los mismos incluyen compuestos
farmacéuticos para tratar o prevenir enfermedades acoempaiadas de angiogénesis tales como degeneracion macular
relacionada con la edad y simileres, enfermedades de huesos o cartilagos tales como osteoparesis, anritis reumatoide,
ostecartriis, fracturas dseas y similares, y dolor.

La preparacidn de aptamero de la presente invencidn que tiens of constituyente mencionado anteriormante es estable
a4 °C durante no menoes de 3 mases. Como se usa en la presents memaria, "estable” significa que la proporcién de
un aptamero mondmero en la preparacion daspués del almacenamienic de la preparacidn contenida en una botelia
de vidric & 4 °C no es inferior al 70 %, como se menciond anteriormente. Preferiblernente, en la preparacion de
aptamero de la presenie invencidn, ia proporcion de un aptdmerc mondmerc en {3 preparacién después del
almacenamiento a 4 °C durante 3 meses no es infaricr al 80 %. Ademads, ia preparacidn de aptémero dae la presente
invencidn es estable incluso cuande se expone a iluminacién fluorescente blanca o dluminacidn fluorascents de
ultravicleta cercano.

Por o tantc, la preparacidn de aptamero de la presente invencidn se puede almacenar de forma estable durante un
largo plazo en forma de un Hquido acuoso tal cual, preferiblemente en una forma de dosificacidn de una inyeccidn tal
coOmo una jeringa precargada, un cartuche o similar, refrigerande a no més de 5 °C y es extremadamente facil de
manipular.

La preparacidn de aptédmero de la presente invencidn se puede usar preferiblemente, por ejemple, como un
madicamanto para tratar o prevenir enfermedades acompafiadas de angiogénasis tales come degeneracion macular
relacionada con la edad y similares, enfermedades de huesocs ¢ cartiiagos tales como osteoporosis, artritis reurnatoide,
ostecartritis, fractura ésea y similares.

La preparacidn de aptamero de la presente invencidn se puede administrar por via parenteral (por ejemplo,
administracion  infravenosa, adminisiracién  subcutadnea, administracién intramuscular, administracion tdpica,
administracion intraperitoneal, administracién intranasal, administracién pulmonar, administracion por instilacién v
similares). La dosificacién de la preparacidn de aptdmero de la presente invencidn varfa dependiendo del tipo y
actividad del aptémero de FGF2, la gravedad de la enfermedad, la espacie animal objeto de administracion, la
tolerabilidad del farmace del sujeto de administracidn, el peso corporal, la edad y similaras, y ia dosificacidon habitual,
basada en la cantidad de ingrediente activo (sitic de oligonucledtido del aptamero) por dia para un adulio, puede ser
de aproximadamente 00001 a aproximadamente 100 mgfkg, por ejemplo, de aproximadamente 0,0001 a
aproxirmadamente 10 mg/ky, preferiblemente de aproximadamente 0,005 a apradmadamente 1 my/kg.

Ejempio

La presents invencidn se explica con més detalle a continuacidn haciendo referencia a Ins Ejemplos; sin embargo, la
presente invencion no estd limitada por los Ejernpios.

Ejempio 1 (Analisis estructural del aptamero de FGF2 en disolvente: determinacién del valor de Tmy)

La estructura del aptamero que se muestra en of aptamern [D1 se muestra a continuacion. La letra maydscula muestra
ARN, {a latra mindscula muesira ADN e id7 musstra d7 invertida. El paréniesis en cada nucledtido muestra la
modificacidn en la posicion 2' del mismo, F muestra un atomo de filor y M muestra un grupe G-metilo. C8 muestra -
{CHuls-conector. PEG4A0TS2 es polietilenglicot de fipe TS de Z ramas que tiene un peso molecular de 40.000
{SUNBRIGHT GL2-4007S fabricade por NOF CORPORATION).

aptamero iD1:

El aptémero representado por el aptamero [D1 se disolvid en agua hasta una concentracién de 0,1 mg/miy en PBRS ¢
sclucion salina fisiolégica hasta una concentracidn de 0,06 mg/ mil. La solucién obtenida se calentd 8 85 °C durante 5
min, se enfrié hasta temperatura ampiante y se usd para llenar en una cubeta de vidrio de cuarzo. Ei valor de Tm se
determiné midiendo la absorcion de UV con un espectrofotdmetro mientras se cambiaba la temperaturade 20 °C a
80 °C.

Compn rasultado, el valor de Trn fue 60,1 °C en PBS y 89,6 °C en solucién salina fisioldgica. Por otre lado, no se
observd ningln valor particular de Tm en agua. A partir de esto, se asumid gue &l aptdmero representado por el
aptéamere D1 forma una estructura de orden superior mediante interaccién intermolecuiar en PBS o solucién salina
fisiciégica, que generalmente puede ser un disolvente para inyecciones. Ademas, se asumid gue el aptamero
representado por el aptdmere (D1 no forma un par de bases antre moléculas ¢ dentro de fa moléeula, y no forma una
astructura de orden superior en agua libre de electrolito.
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Ejempio 2 (Anélisis estructural del aptamero de FGF2 en &xido de deuterio: madicibn del espectro de RMN)

Se usd para llenar un vial de vidrie un aptédmere de 20 mg representado por ef aptdmero 101 v se disolvio en
aproximadamente 1 mi de &xide de deuteric para preparar una muestra de medicién. Se midié utilizando un
espectrémetro de RMN Bruker Avance de 600 MHz. Como resuitado, no se chsenvé una sefial de iminoprotdn derivada
de la formacidn de pares de bases, que deberfa observarse en un campo magnético inferior a 8 ppm.

A parilir de ahi, se asumid gue el aptdmero representado por el aptamerc ID1 ne forma un par de bases enfre moléculas
o dentro de la melécula, y no forma una estructura de orden superior en agua libre de electrolito.

Ejempio 3 (Analisis estructural dol aptamero de FGF2 on solucion que contiene alectrolito: medicidn SEC-MALS)

El aptamero representadoe por ef aptamers 101 se disolvid en solucidn salina fisiciégica hasta una concentracion de
20 mgiml y se incubd a 37 °C durante 2 semanas para preparar ariificiaimente una preparacion de aptémero de FGF2
gue forma una estructura de orden superior. La preparacion y una mussira obtenida congelando y aimacenandco
inmedistamente después de ia preparacion para mininizar ka formacion de estructuras de orden superior, se diluyeron
cada una con selucidn salina fisiolégica hasta 0,2 mg/mi y se sometieron & anélisis.

Los mondmeros v multimeros se separaren mediante cromatografia de exciusién por iz 0y los respectivos pesos
moleculares se midieron con un detector MALS {(Dispersion de la Luz de Anguio MUltiple) fabricado por Wyatt
Technology. La cromatografia de exclusidn por famafio se realizd mediante ACQUNTY UPRPLC fabricado por Waters y
utitizande una columna BEH200 SEC.

Comp resultado, se midid que of pesce molecular del pico gue parecia ser un mondmerc era aproximadaments 54.000,
y se midid que el peso malecular del pico que parecia ser una estruciura de orden superior compuesta de muitimeros
era aproximadamente 122.000. A pariir de los resultados, se encontrd gue la estructura de orden superior formada por
ol aptdmero representado por ef aptémere 1D1 en agua que contiene un electrolito es un dimero.

Ejemplo 4 (Correlacion entre &l porcentaje de contenide de mondmero v la aclividad de unidn del aptamero)

El aptamero representado por el aptamero ID1 se disclvié en PRBS, sclucion salina fisiolagica o solucion acuocsa de
manitol al 3,3 % hasta una concentracion de 20 mg/ml o 2 mg/mi para preparar preparaciones de gptamero de FGF2
gue muestran diversos porcentajes de contenido de mondmero en las condiciones de almacenamiento que se
muestran en kg Tabla. 1. El contenido de mondmere de cada una de las preparaciones de aptdmere de FGF2
preparadas se determind mediante cromatografia de exclusién por tamafio. Los resultados de fos mismos también se
muestran en fa Tabla 1.

La actividad de unidn de cada una de las preparaciones de aptédmero de FGF2 a la profeineg FGF2 se midié mediante
resonancia de plasmén superficial (SPR) usando Biacore T200 fabricado por GE. Como chip sensor se utilizé CM4,
que reacciona con un grupe amino. Se disolvié FGF2 humano en solucion de inmovilizacion {(acetato de sodio 10 mM,
pH G} a 10 pg/mi. Para la reaccion de un grupo amino en ef lade de la proteina y un grupo carboxilc en el lado dei chip,
se usaron hidrociorure de etil-3-carbodiimida vy N-hidroxisuccinimida. Después de la reaccidn, se realizd el blogueo
con etanolamina. La cantidad inmovilizada de FGF2 se fijd en 1.000 RU. Se prepard un aptamere para el analito a

5 uM. Come tampén de procesamiento, s& usaren cloruro de sodio 285 mM, clorure de peotasio 54 mM, cloruro de
magnesio 0,8 mM, cloruro de calcic 1,8 mM, Tris 20 mM, Tween20 al 0,05 %, pH 7,8}, y se usé cloruro 28 como
solucidn de rageneracion. Se inmovilizé FGF2 en una celda de fiujo FC2Z o FC4 v se restaron los resultados de FC1 ¢
FC3 para dar un sensorgrama final. La actividad se evalud como un valor relativo respacte al esténdar de praparacién
de aptamerc de FGF2 que tiene un contenido de multimere extremadamente bajo ¥ se preparé cuando estaba en use
usando una solucion libre de electrolifo.

La Tabla 1 muestra el método de preparacidn, el porcentaje del contenido de mondmero v los resuitados de la medicidn
de ia actividad de unidn a la profeinag FGFZ da las respectivas preparaciones de aptamaro de FGF2. A partir de los

resultados, se aclard que el contenido de mondmero de la preparacidn de aptémere de FGF2 v iz actividad de unién
a la proteina FGF2 estan correlacionados.

Tabla 1

Porcentaje de contenide de mondmero vy actividad de unién a la proteina FGF2Z de la preparacidn de aptamero de
FGF2

método de preparacion
(condicionas de
almacenamiento}

Preparacion de aptémero
de FGF2

porcentaje de contenido

de mondmero (%) actividad de unidn {%)
mero (%)

Preparacidon de manitael al

3,3 % de 2 mg/mL preparacién a pedido 98,7 881
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Preparacién de manitol &l . . a
33 F;f de 20 mgim! | preparacion a pedido 81,3 1,8
R EARESSY
Preparacién de manitol al P -
33 E/o de 20 mg/mi 25 °C 1 semana 80,5 757
P = 143
Preparacion de manitol al | 4p op - i E N
33 %/, de 20 mg/mi 28 °C 2 semanas 71,5 €5,2
f ¢ UT LW THYY
Preparacién de manitol al o 3
SR e, 4 o y 87
3,3 % de 20 mg/mi > L i mes 63 57,2
Freparacidon de manitol al | ., i =
3,3 % de 20 mg/mi 25 °C 3 meses 50,2 50,2
3,8 70 G LU NG
ol Y - o HeTe]
2 mglml de  SOlSION | 3700 5 grag 56,9 56,2
salina fisioidgica i
2 mg/mil de PBS 37 °C 2 dias 57,2 60,8
20 mgimi. de SOHCISN | a7 o0 5 gias 12,1 18,3
saling fisioidgica ' '
20 mgimi de PBS 37 °C 2 dias 11,3 13,1

Ejempico & (Ensayo de estabilidad de la preparacion de aptamerc de FGF2)

El aptémerc representade por el aptémero 1D1 se discoivid en solucidn de manitol al 3,3 % © 3,8 % 0 4,8 % hasta una
concantracién de 20 mgimi o 2 mg/mi, se aimacend durante 3 meses en diversas condiciones de femperatura que
se muestran en ia Tabla 2, v el porcentaje de contenide de mondmero v {a actividad de unidn se midieron mediante
cromatografia de exclusion por tamafio y el método de SPR. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

A partir de los resultados, s& aclard gue una preparacion de aptémearc de FGFZ preparada usande una solucién acuosa
de manitol libre de electrolifc es estable.

Tabla 2

e
2

Resultados del ensayo de estabiiidad de la preparacion del aptémero de FGF2

soncentracidn de la . porcentaje de o o
¥ ., . temperatura de IO actividad de unidn

preparacion solucidn IO contenido de PR

PN almacenamiento - o {%:}

{mg/mi) mondémero (%)

2 manitol al 3,3 % 20 °C G8 4 102,0

2 manitol al 3,3 % 5 99,1 102,7

20 manitol al 3,3 % =20 °C 89,2 91,0

20 manitol al 3,3 % 5900 385 20,8

2 manitol al 4,9 % -20°C 983 101,0

2 manitol al 4,9 % 5¢C 98,0 103,1

20 manitol al 3,6 % =20 °C 88,8 84,1

20 manitol al 3,6 % 50 88,0 81,8

Ejernplo 8 (Resultados en otras preparaciones de aptamero de FGF2)

Los aptémeros representados por ef aptamers 102 - 6 se disuelven en agua (solucién acuosa de manitol), solucidn
salina fisiolégica o PRS hasta concentraciones apropiadas para preparar preparaciones de aptamero de FGF2. Las
preparaciones de aptédmere de FGFZ obtenidas respectivamenie se almacenan en diversas condiciones de
temperatura y temperatura de almacenamiento durante varios meses, y e parcentaje del contenido de mondmero y la
actividad de union se miden mediante cromatoegrafia de exclusidn por tamafic v el métode de SPR.

aptamerc D2
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A partir de estos resultados, se aclara que otras preparaciones de aptdmerc de FGF2 preparadas usando una solucién
acuosa de manitol livre de electrolito también son estables.

Ejempio comparative 1 (Ensayoe de estabilidad de la preparacién de aptémero de FGF2)

El aptamero representade por el aptamern 101 se disolvid en sclucion salina fisioldgica ¢ PBS hasta una concentracién
de 20 mg/imi para preparar preparaciones de aptamerc de FGF2. Las preparaciones de aptédmero de FGFZ obtenidas
respectivamente se almacenaron durante 3 mases en diversas condiciones de temperatura que se muestran en la
Tabla 3, v el porcentaje del contenido de mondmero y la actividad de unién se midieron mediante cromatografia de
exchisidn por tamafio. Los resultados se muestran en la Tabla 3. A partir de los resultados, se aclard que las
preparaciones de aplamero de FGFZ preparadas usando solucién salina fisicldgica y PBS que contienan electrolite
son inestables.
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Resultados del ensayo de estabilidad de preparaciones de

contiene electrolito

aptémero de FGF2 preparadas usando una sclucidn gue

a:oncentrz_a,cién de fa solucion temperatura de Qorcentz?je de contanido
preparacion (mg/mi) almacenamiento de monomerc (%)

20 solucién saling psicolégiva | -20 °C €54

20 solucién salina psicolégica | 5°C 445

20 manitol al 3,3 % 20 °C 88.2

20 manitel al 3,3 % 59 36,8

Aplicabilidad industrial

LLa preparacidn de aptamerc de la presente invencion puede almacenar de manera estable un aptamero para FGF2 o
una sal del mismo durante un large plazo en forma de un liquido acuoso tal como inyeccién o similar mediante
refrigeracién. Por o fanto, es extremadamente Uil porgue pueds proporcionar una praparacion con una mejor
manipuiacidn como agente terapéutico o profilacticn para enfarmadades para fas cuales la inhibicidn de FGF2Z puede
mostrar eficacia (por gjemplo, enfermedades acompafiadas de angiogénesis tales como degeneracién macular
refacionada con la edad y similares, enfermedades de los huesos o cartilagos tales como osteoporosis, arritis
reumatoide, osteoartritis, fracturas éseas y similares, dolor).
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REIVINDICACIONES

o

1. Un liguido acuoso que comprende un aptémero o una sal del mismo que se una a FGFZ, v un ocsmoerregulador no
electrolifico, en donde el aptédrmerc o una sal del misme es estable durante un large plazo de manera gue la proporeidn
de un aptamero monomero después del almacenamiento de [a preparacidn contenida en una botells de vidrica 4 °C
duranie 3 meses no es inferior al 70 %, v en donde el osmaorragulador es manitol

2. Eli{quido acuoso segin la reivindicacién 1, en donde el liguido estd sustanciaimente libre de un electrolito distinto
del aptamere ¢ una sal del mismo.

3. El liguide acunso sagin la relvindicacion 1, en donde el aptamers comgrende una secusncia de nucledtidos
rapresentada por la siguiente fdrmula (1) {&n donde ol uracilo 25 opcionaiments timina):

N'GGANACUAGGGCNTUUAANGUNSACCAGUGUN® (1)

{en donde N* vy N son cada uno independientemente cualquiera de ¢ a varias bases, v
N2, N8 N*y N° son independientemente una base cualquiera),

y &s el siguiente (&) o (b}

{a) un aptamero en donde, en los nucledtidos contenidos en ef aptéamerg,

(i} la posicion 2' de la ribosa de cada nucledtido de pirimidina es un &tomo de fidor,

(i} la posicién 2’ de ia ribosa de cada nucledtido de purina es un grupo hidroxi,

{b} un aptdmerc en donde, en los nucledtidos contanidos en el aptémero,

~

{1} la posicién 2’ de |z ribosa de cada nucledtido de pirimidina estd independientemente no sustituida o sustituida por
un atomo o grupo seleccionado del grupo que consiste en un atomo de hidrégeno, un grupo metoxi y un atomo de
fitior,

(i} la posicidn 2' de la ribosa de cada nucledtide de purina esté independientemente no sustituida o sustituida por un
atomo o grupo seleccionado del grupo que consiste en un dtomo de hidrégeno, un grupo metoxi v un atomgo de flior.

N

El liguide acuoso sagin la reivindicacion 1 o 2,
reg‘ resentada por la siguiente fdrmula (3}

en donde af aptédmero comprende una secuencia de nuciedtidos

N'GGAUACUAGGGCAUUAAUGUUACCAGUGUAGUCN® (3)

{en donde N'y N¥ son cada unc independientemente cuzlquisra de 0 a varias bases)

5. Elliquido acuoso segln la reivindicacion 1 0 2, en donde ¢l aptdmero comprende una secuencia de nuclebtidos que
se muestra en la SEQ ID NGO 3, 8, 8, 100 12

El liquide acuoso segidn una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el aptamerc fiene una concentracién
de 1-60 mg/ mi.

7. B quide acuoso sagan una cualguiera de las reivindicacionas 1 & 8, &n donde el esmorregulador se mezcla en una
proporcion del 2-7.5 % (p/iv) del liquido acuoso total.

8. El liguido acunseo segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el manitol esta contenide a 1-50 mg
por 1 mg del aptdmero.

9. Ei liquide acuose segln una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el Hiquido se almacena a no mas de
10. ElHquido acuose segln una cualquisra de las relvindicacionas 1 a 8, en donde una proporcidn de un aptédmere
mondmero ne es inferior al 80 % después del aimacenamiento a 4 °C durante 3 meses.

11. Bl liquido acuoso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el figuido es para inyecdl

12. El liguido acuese segln una cualguisra de las reivindicacionas 1 a 11 para su usc en la profilaxis ¢ tratamiento de
una enfermedad acompafiada de angicgénesis, enfermedad de huescs o cartfiagos o dolor.

17



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - CLAIMS

