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TRATAMENTO ANTISENSE DA SINDROME DE ANGELMAN

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[01] Este pedido reivindica beneficio do Pedido Provisorio dos EUA No. 62 /
593.431, depositado em 1 de dezembro de 2017, e Pedido de Série N° 62 / 676.034,
depositado em 24 de maio de 2018, que sdo aqui incorporados por referéncia em sua
totalidade.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[02] Este aplicativo contém uma listagem de sequéncia arquivada em formato
eletrébnico como um arquivo ASCII.txt intitulado “Listagem de sequéncias" criado
em 30 de novembro de 2018. O conteudo da listagem de sequéncias € incorporado
aqui na integra.

ANTECEDENTES

[03] A sindrome de Angelman (EA) é um disturbio do desenvolvimento
neuroldgico que esta associado a déficits cognitivos e motores graves, epilepsia,
disturbio do sono e uma disposicao 'feliz' atipica. Individuos com EA séo
frequentemente diagnosticados aos 2-3 anos de idade e tém uma vida util
normal. Eles necessitam de assisténcia médica e assisténcia médica durante toda a
vida. Atualmente, existem poucas opg¢des de tratamento para individuos com EA, a
maioria das quais envolve medicamentos antiepiléticos para tratar convulsdes.

[04] A sindrome de Angelman & causada por mutagbes que afetam a
expressao ou a fungdo do gene da ubiquitina-proteina ligase E3A (UBE3A) herdado
da méae. Diferentemente da maioria dos genes, o UBE3A esta sujeito a impressao
gendmica, que € um fendbmeno raro e de ocorréncia natural que desativa um alelo de
um gene e deixa o outro ligado. Nos neurdnios do sistema nervoso central (SNC),
o alelo UBE3A paterno esta desativado, enquanto em todos os outros tipos de células
do corpo, os dois alelos do UBE3A estao ativados. Por esse motivo, a EA é sempre

causada por mutagdes que afetam o alelo UBE3A herdado pela mée.
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[05] O alelo UBE3A paterno é desativado pelo transcrito
antisense UBE3A (UBE3A-AS), que € um componente de um longo transcrito de RNA
que expressa varios transcritos de codificacdo e nao codificacdo de proteinas. O
UBE3A-AS é expresso a partir do alelo paterno e apenas nos neurénios do SNC e é
suficiente e necessario para desativar a expressao do alelo UBE3A paterno. Nao esta
claro por que o UBE3A esta impresso nos neurdnios, mas cria uma oportunidade
Unica de tratar individuos com EA, porque existe uma cépia funcional, embora inativa,
do UBE3A no cromossomo paterno. Estudos realizados até o momento indicam que
ativar o alelo UBE3A paterno é uma terapia viavel para o tratamento da EA.

SUMARIO

[06] E divulgada aqui uma regido na terminacdo 5 do transcrito de UBE3A-
AS que é importante para sua estabilidade. Com base nestas descobertas, os
oligonucleotideos antisense (ASOs) que esta concebida para combater esta regido, a
fim de terminar a transcricdo de UBE3A-AS e expressao reativar do alelo paterno
UBESA. Esses ASOs direcionados para a terminagdo 5’ de UBE3A-AS sédo capazes
de interromper a transcricéao de UBES3A AS e tratar
o alelo UBE3A paterno. SNHG14 é€ um transcrito policistronico que codifica varios
RNAs diferentes, incluindo UBE3A-AS.

[07] Por conseguinte, aqui divulgados sao ASOs contendo uma sequéncia
nucleotidica contigua de 10 a 30 nucleotideos (ou seja, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30) de comprimento, com pelo menos
98% (ou seja, 98%, 99% ou 100%) de complementaridade para atingir exons entre
a terminagdo 3'do SNORD115 e aterminagao 5 de SNORD109B, que € pensado
para representar a terminagdo 5'do UBE3A transcrito antisense (UBE3A-aS). Em
particular, os exons alvo podem estar naterminagdo 5’ de UBE3A-
AS, correspondendo a posicdo 25.511.577 a 25.516.681 no conjunto do

genoma humano do cromossomo 15 humano hg19. Em algumas modalidades, o
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acido nucleico alvo é um dos cinco exons localizados na terminagéo 5’ de UBE3A-AS,
que pode corresponder as posigdes 25.511, 577 a 25.511.761 (exon 1), 25.512.059 a
25.512.191 (exon 2), 25.513.476 a 25.513.600 (exon 3), 25.514.752 a 25.514.880
(exon 4) e 25, 516, 565 a 25, 516, 681 (exon 5). Portanto, o acido nucleico alvo pode
ser uma sequéncia contigua de acido nucleico de 10 a 30 nucleotideos dentro da SEQ
IDNO: 1,2, 3,4 0ub5.

[08] Em algumas modalidades, a sequéncia alvo ¢é um
limite exénico que envolve os exons UBE3A-AS 1-5, UBE3A-AS exon 5
e SNORD109B exon 1 e / ou SNORD109B exons 1-2.

[09] Os métodos e estratégias para projetar ASOs s&o conhecidos na
técnica. Em algumas modalidades, o ASO é projetado para direcionar sequéncias que
sdo conservadas entre individuos humanos. Em algumas modalidades, o ASO é
projetado para direcionar sequéncias que sdo conservadas entre sujeitos primatas.

[010] O oligonucleotideo pode ser um oligonucleotideo antisense (isto €, como
sera entendido por aqueles técnicos no assunto - antisense ao seu acido nucleico
alvo), por exemplo, com um design mais aberto. A divulgada oligonucleotideo é capaz
de induzir paterno UBE3A expressao de um neurbnio por degradagao, redugao, ou a
remocgao do UBE3A -AS transcrigdo. Isso é feito visando a terminagdo 5’ de UBE3A-
AS em um site a montante do SNORD109B snoRNA. Exemplos de ASO projetados
para atingir os exons 1-5 sao fornecidos nas Tabelas 1, 2, 3, 4 ou 5. Por exemplo, em
algumas modalidades, o ASO compreende a sequéncia de acidos nucleicos SEQ ID
NO:6,7,8,9, 10 ou 11.

[011]1Os ASOs divulgados também podem ter uma ou mais modificagcdes para
melhorar a estabilidade, solubilidade, atividade, distribuicdo celular e / ou captagao
celular. Por exemplo, o ASO divulgado pode conter um ou mais nucleosideos
modificados por agucar e / ou ligagdes internucleosideos modificadas. Por exemplo,

em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende uma ou mais ligagoes
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internucleosideo modificadas a partir do fosfodiéster natural para uma ligagéo que é,
por exemplo, mais resistentes a ataque por nucleases. Em algumas modalidades, o
ASO contém uma ou mais nucleobases modificadas que diferem
das nucleobases que ocorrem naturalmente, mas sao funcionais durante a hibridagao
de acidos nucleicos.

[012]Em algumas modalidades, o ASO é um oligonucleotideo de DNA. Em
algumas modalidades, o ASO é um oligonucleotideo de RNA. Ainda em outras
modalidades, o ASO contém desoxinucleotideos e ribonucleotideos. Por exemplo, o
ASO pode ser um oligonucleotideo gapmer, headmer ou tailmer. Em algumas
modalidades, o bloco central de um gapmer ¢é flanqueado por blocos de
ribonucleotideos modificados que protegem o bloco interno da degradacédo da
nuclease. Por exemplo, o ASO pode conter um trecho de 7, 8 9, 10 ou
mais mondémeros de DNA naturais para ativar a clivagem RNase H do alvo RNA,
juntamente com 3, 4 ou 5 mondémeros de ribonucleotideos modificados nos 3'- e 5' -
para protegdo contra exonucleases. Em alguns casos, os ribonucleidos
modificados sao 2' - O- Metil (OMe) nucleotideos de RNA 2'-O-metoxietila (MOE)
nucleotideos -modificados, ou acidos nucleicos 2 ' -trancados (LNAs). Exemplos de
ASOs gapmers sao fornecidos nas Tabelas 7, 11 e 17. Portanto, em algumas
modalidades, o ASO divulgado possui uma sequéncia de acido nucleico selecionada
de SEQ ID NOs: 362 a 392.

[013] Também sao reveladas composi¢des farmacéuticas que
compreendem um ou mais da ASO aqui divulgados e farmaceuticamente aceitaveis,
diluentes, transportadores, sais e / ou adjuvantes.

[014] Também sao divulgados métodos para indugéo in vivo ou in
vitro da expressao de UBE3Aem wuma ceélula alvo em que a expressao
de UBE3A paterna € suprimida, administrandoum ou mais dos ASOsou

composigao divulgados aqui divulgados em uma quantidade eficaz a referida célula.
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[015] Também sao divulgados métodos para o tratamento ou prevengéo de
uma doenca, disturbio ou disfuncdo associada a atividade in vivo de UBES3A,
compreendendo a administragdo de uma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um ou mais dos ASOs divulgados a um sujeito que sofre ou
€ suscetivel a doenga, disturbio ou disfungéo, como a sindrome de Angelman.

[016]Os detalhes de uma ou mais formas de realizagdo da invengao sao
definidas nos desenhos que acompanham o presente pedido. Outras caracteristicas,
objetos e vantagens da invencgao serao evidentes a partir da descrigao e desenhos e
das reivindicagcbdes. Por exemplo, aqueles versados na técnica, lendo a especificagao
apreciarao que a presente divulgacdo demonstra a utilidade de certas sequéncias,
como aqui descritas, para impactar a expressao de UBE3A e, além disso, ensina a
utilidade dos formatos de oligonucleotideos que sdo ou sao alvos (por exemplo,
complementares a), essas sequéncias. Os técnicos no assunto apreciardo que a
presente divulgacdo nao se limita a nenhum mecanismo de agéo especifico - desde
que os oligonucleotideos possam ser uteis, independentemente de eles agirem
através de um mecanismo antisense, por exemplo, envolvendo a atividade da RNase
H e outros formatos terapéuticos (por exemplo,, sSiRNA, shRNA, nuclease gRNA, etc.)
de oligonucleotideos que s&o ou visam tais sequéncias também s&o
fornecidos. Analogamente, aqueles versados na técnica apreciardo que a presente
divulgacgao, definindo sequéncias uteis como aqui descritas, também descreve uma
variedade de formatos para essas sequéncias (por exemplo, como parte de um vetor
de acido nucleico, como um vetor do qual elas podem ser expressos (por exemplo, in
vivo, in vitro ou ambos, etc.). Assim, os especialistas na arte, lendo a presente
divulgacéao, apreciarao que a referéncia a “ASOs" aqui € exemplar e acidos nucleicos
apropriados  (por exemplo, oligonucleotideos) podem  ser utilizados
independentemente do mecanismo de agao; os técnicos no assunto estao cientes da

extensa literatura sobre formato e estrutura apropriados de acidos nucleicos (por
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exemplo, oligonucleotideos) que operam por meio de uma variedade de mecanismos
(por exemplo, siRNA, shRNA, gRNA da nuclease, etc). Em algumas modalidades, os
acidos nucleicos fornecidos incorporam formato e / ou caracteristicas estruturais
conhecidas na técnica como uteis em um ou mais contextos mecanicistas (por
exemplo, envolvendo RNase H, RISC, um nudcleo nucleado por &cido
nucleico, facilidade como um Cas, etc.).

DESCRIGAO DOS DESENHOS

[017]As figs. 1A a 1D ilustram a regido impressa da sindrome de Prader-Willi
/ Angelman (PWS / AS) em humanos e camundongos. FIG. 1A mostra a anotagéo
RefSeq da regido impressa de PWS / AS humana. FIG. 1B mostra a anotagdo RefSeq
da regidao ortéloga impressa em PWS / AS no mouse. FIG. 1 C mostra UBE3A-
AS e terminagédo 3’ de UBE3A. FIG. 1D mostra um alinhamento de ¢ hain mostrando
regides ortdlogas entre humano, macaco (macaco Cynomolgus), porco, elefante, rato
e rato. A regido alvo € conservada entre primatas ndo humanos, mas nao
roedores. FIG. 1D também mostra o grafico da regido com perfil de taxa evolutiva
endmica (GERP). Valores positivos representam restrigdes evolutivas em bases
especificas de DNA.

[018]As figs. 2A a 2E mostram uma analise de ASOs visando o Ube3a-AS
murino. A fig. 2A é um esquema do transcrito de Ube3a-AS murino e localizagcéo
aproximada de ASOs especificos do mouse. Caixas e linhas representam exons e
introns, respectivamente. A seta representa a dire¢do da transcri¢do. A fig. 2B é um
esquema do alelo reporter Ube3aYFP € usado para medir os niveis de proteina
paterna de Ube3a. O modelo de camundongo Ube3aYFP foi gerado direcionando a
proteina fluorescente amarela (YFP) para a terminacéao
3'do locus Ube3a enddgeno. A expressao de Ube3a-AS inibe a transcrigdo do alelo
Ube3aYFP paterno e a perda de Ube3a-ASreativa a expressdao paterna de

Ube3aYFP, que pode ser detectada por imagem de imunofluorescéncia usando um
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anticorpo anti-YFP. A fig. 2C € um esquema da linha do tempo experimental para
examinar os ASOs nos neurénios primarios do hipocampo do rato. Os neurénios
hipocampais primarios de camundongo foram gerados a partir de camundongos
recém-nascidos com um alelo Ube3aYFP herdado paternamente (0 DIV) e tratados
apos 7 dias in vitro (7 DIV). Trés dias apés o tratamento (10 DIV), os niveis de proteina
Ube3aYFP foram medidos em células individuais. A fig. 2D contém imagens
imunofluorescentes mostrando a proteina Ube3aYFP paterna em neurénios primarios
tratados com veiculo (veh), um controle negativo ASO (ASO-C), topotecano (Topo),
ASO-B e ASO 1.1. A fig. 2E mostra significa niveis de intensidade Ube3aYFP
paternos em células neuronais individuais tratados com veiculo (Veh, DMSO a 1%; n
= 3), o controle de ASO (ASO-C, 15y M ; n = 3), topotecano (Topo, 0,3 y M; n = 3),
ASO-B (1, 5, 15uM; n = 3), ASO-1.1 (1, 5, 15 uM), ASO-1,2 (1, 5, 15uM) e
ASO 3.1 (1, 5, 15 uM). Abreviagdes: YFP, proteina fluorescente amarela; Tx,
tratamento; DIV, dias in vitro ; ns., ndo significativo. Barras de erro representam erro
padrao da média.

[019]As figs.3A a 3D mostram a analise de ASOs visando UBE3A-
AS humano. FIG. 3A é uma exibicdo esquematica do UBE3A-AS humano e
localizagado aproximada de ASOs especificos para humanos (ASOs 1-6). O ASO-7
esta localizado no intron do UBE3A-AS. Caixas e linhas representam exons e introns,
respectivamente. FIG. 3B € um esquema da linha do tempo experimental para
examinar ASOs em neurdnios derivados de células-tronco pluripotentes induzidas
por GABAérgicos (iPSC)de um individuo cariotipicamente normal. Neurdnios
humanos derivados de iPSC foram tratados apds 14 DIV e depois processados para
isolamento de RNA a 20 DIV. As figs. 3C e 3D mostram niveis relativos de RNA no
estado estacionario (normalizados para ASO-C) de UBE3A-AS (FIG. 3C)
e UBE3A (FIG. 3D) em neurébnios derivados de iPSC tratados com ASO de controle
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(ASO-C, 10 uM), e ASOs 1-7 (10 uM) e Topotecan (Topo, 1 uM). Abreviagdes: Tx,
tratamento; DIV, dias in vitro. Barras de erro representam erro padrdao da média.

[020]As figs. 4A a 41 mostram analise de ASO-4 humano e Topotecano em
neurénios derivados de iPSC GABAérgicos. As figs. 4A a 4F mostram expressao
significativa (normalizada para 1 nM) de UBE3A-AS (FIG. 4A), SNORD116 (FIG.
4B), IPW (FIG. 4C), SNORD115 (FIG. 4D), SNORD109A /B (FIG. 4E) e UBE3A (FIG.
4F) niveis de RNA no estado estacionario em neurdnios derivados de iPSC tratados
com uma curva de dose logaritmica de 10 pontos 72 de ASO-4 e Topotecano (1 nM, 3
nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM e 30 pM). A fig.4G é um
esquema dalinha do tempo experimental para examinar o ASO-4
em neurdnios derivados de iPSC GABAérgicos tratados em 59 DIV. As figs. 4H
a 41 mostram a expresséo significativa (normalizada para ASO-C) de UBE3A-AS (Fig.
4H) e UBES3A (Fig. 41) niveis de RNA no estado estacionario em neurdnios derivados
de iPSC tratados com ASO-C (10 uM) e ASO -4 (1, 5e 10 uM). Abreviagdes: Tx,
tratamento. Barras de erro representam erro padrdo da média.

[021]As figs. 5A a 5F mostra a analise de ASOs otimizados em neurdnios
GABAérgicos e glutamatérgicos humanos derivados de iPSC. A fig. 5A é um
diagrama esquematico da linha do tempo experimental para examinar ASOs
otimizadas em meurdnios GABAérgica iPSC. A fig. 5B mostra expressao relativa de
(normalizado paracontrole de agua) dosniveis de RNA no estado
estacionario de UBE3A-AS em neurbnios derivados de iPSC tratados com uma curva
de dose de 2 log de 5 pontos (30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM ; n = 6) de ASO-
3.1, ASO-3.2, ASO-4.1, ASO-4.2, ASO-4.3, ASO-4.4, ASO-6.1, ASO-4.I e ASO-
4.S. ASO-4.1 e ASO-4.S representam o ASO-4 fabricado por duas empresas (ASO-
4.1, Integrated DNA Technologies; ASO-4.S, Sigma-Aldrich). A fig. 5C € um esquema
da linha do tempo experimental para examinar ASO-4 e ASO-6.1 em neurdnios

GABAérgica iPSC-derivados. A fig. 5D mostra expressdo expressiva (normalizada
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a 1 nM) dos niveis de RNA no estado estacionario UBE3A-AS e UBE3A em neurbnios
derivados de iPSC tratados com uma curva de dose log de 10 pontos %2 (1 nM, 3 nM,
10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM e 30 uM ; n = 3) de ASO-4 (ASO-
4.1 e ASO-4.S) e ASO-6.1. A fig. 5E € um esquema quimico da linha do tempo
experimental para examinar o} ASO-4 e o] ASO-6.1
em neurdnios glutamatérgicos derivados de iPSC. A fig. 5F mostra expressao
expressiva (normalizada para controle de agua) dos niveis de RNA no estado
estacionario UBE3A-AS e UBE3A em neurdnios derivados de iPSC tratados com uma
curva de dose log de 10 pontos 2 (1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM,
3 uM, 10 pM e 30 uM; n = 3) de ASO-4 (ASO-4.1 e ASO-4.S) e ASO-6.1. Barras de
erro representam erro padrao da média.

[022] As figs. 6A a 6D mostram a dentificagcdo da regido alvo ASO na regido
impressaem PWS / AS. FIG. 6 A mostra a anotagao RefSeq da regido impressa PWS
/ AS ortéloga no cromossomo 7C de camundongo. A fig. 6B ilustra no conjunto
transcrito gerado a partir de dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) do cérebro
de camundongo. A fig. 6C mostra a regidao alvo de ASO mostrando snoRNAs
de Snord115 retidos em exons do transcrito do gene hospedeiro
de Snord115/ terminagéo 5’ de Ube3a-AS. As leituras de RNA-
seq alinhadas sdo mostradas abaixo das transcrigdes montadas. Exons e introns sao

representados por caixas e linhas, respectivamente. A fig. 6D € uma representacao

de alinhamento de equivaléncia de snoRNAs em exons
retidos Snord115_ENSMUST00000101836 (SEQ ID NO: 490),
Snord115_ENSMUST0000010 1936 (SEQ ID NO: 491),
Snord115_ENSMUST0000010 4493 (SEQ ID NO: 492),

Snord115_ENSM: e Snord115_ENSMUSTO0000010 4427 (SEQ ID NO: 494),
mostrando que snoRNAs retidos tém uma C Box degenerada, que € necessaria para

a formacao funcional de snoRNA.
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[023]As figs. 7A a 7G mostram a dentificacao da regiao alvo de ASO na regido
impressa de uma PWS / AS. A fig. 7A mostra a anotagéo RefSeq da regido impressa
da sindrome de Prader-Willi / Angelman (PWS / AS). FIG. 7B mostra a montagem
de RNA-seq do transcrito policistronico de PWS humano. A fig. 7C mostra
que SNORD115-45é retido em um exon na terminagédo 3’ do transcrito do gene
hospedeiro SNORD115/ terminacdo 5 de UBE3A-AS. Leituras de RNA-seq
alinhadas geradas a partir do cérebro humano adulto mostrando que a LINHA L1 é
transcrita. A fig. 7D mostra a anotagéao
RefSeq de terminagéo 3’ do cluster SNORD115 (SNORD115 -39-48
e SNORD109B). A fig. TE mostra a localizagdodo elemento LINE L1
entre SNORD115 -44 e SNORD115 -45. A fig. 7F mostra o alinhamento de cadeia de
mamiferos placentarios representam os principais pontos de conservacido na
regiao SNORD115 -45-48, embora reduzida em roedores. A fig. 7G mostra o
alinhamento de sequéncia de snoRNAs na regido alvo para SNORD115-44 (snoRNA
funcional) (SEQ ID NO:  495), SNORD115-48  (SEQ ID NO:
496), SNORD115-45(SEQ ID NO: 497),SNORD115 -46(SEQ ID NO:
498), e SNORD115-47 (SEQ ID NO: 499), mostrando SNORD115-45 (retido),
SNORD115-46 (parcialmente retido), e SNORD116-47 ter degenerado C Box, que é
necessario para a formacgao funcional de snoRNA.

[024]As figs. BA a 8C mostram analises farmacodindmicas de ASOs
candidatos. A fig. 8A mostra curvasderesposta a dose ajustadas dos
niveis normalizados de RNA de UBE3A-AS em neurbnios derivados de
iPSC GABAérgicos tratados com uma curva de dose log de 10 pontos ¥z (1 nM, 3 nM,
10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM e 30 uM ; n = 2) de ASO-4 e ASO-
6.1 com diferentes projetos de modificacdo de esqueleto e RNA. As curvas de
resposta de dose ajustada utilizando um modelo de regressédo logistica de 4

parametros (Hill). Os graficos representam modelos ajustados e erro padrao. O eixo
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Y representa os niveis relativos de RNA UBE3A-ASe o eixo X representa as
concentragdes logarolares (M) de ASO. As figs. 8B e 8C sao graficos de dendrograma
de agrupamento hierarquico e constelagao de curvas de resposta a dose ajustadas
mostrando relagéo entre ASOs candidatos e agrupamento em 3 grupos.

[025]A fig. 9 mostra a analise harmacodinamica p de ASO-6.1.PO-1.0 e
ASO-4.4.PS.L em neurbnios derivados de iPSC da sindrome de Angelman. Modelo
de regressao logistica de 4 parametros (Hill) dos niveis normalizados de RNA no
estado estacionario de UBE3A-AS nos neurbnios derivados da sindrome de
Angelman iPSC tratados com uma curva de dose log de 10 pontos 2 (1 nM, 3 nM, 10
nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 pM, 3 pM, 10 pM, e 30 uM ; n = 3) de ASO- 6.1.PO-
1.0 e ASO-4.4.PS.L.

[026]A fig.10 mostra aanalise de expressdo de RNAs codificados
pelo transcrito policistrénico de PWS nos neurénios iPSC da sindrome de Angelman
tratados com ASO-6.1-PO-1.0 e ASO-4.4.PS.L. Mostrados sdo o0s niveis
normalizados de RNA de estado estacionario dos snoRNAs
SNURF, SNRPN, SNHG116, SNORD116, IPW, SNHG115, snoRNAs SNORD115, U
BE3A-AS e UBE3A em neurdnios derivados de iPSC tratados com veiculo (1% H20 ;
n = 3), ASO -6.1.PO-1.0 (30 uM; n = 3) e ASO-4.4.PS.L (30 pM; n = 3). Os dados
representam a porcentagem média de RNA em relagdo ao veiculo. Barras de erro
representam erro padrao da média. Asterisco (*) indica diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) utilizando o acido o ne - ANOVA de Dunnett com o teste de
comparagao multipla em relagao ao veiculo.

[027]A fig. 11 mostra a analise farmacodinamica de ASO-6.1.PO-1.0 e ASO-
4.4.PS.L em macacos Cynomolgus. Mostram-se em niveis estaveis de RNA de estado
de UBE3A-AS em regides do SNC de macaco tratados com veiculo (0,9% de soro
fisiolégico ; n = 5), ASO-6.1.PO-1.0 (10 mg; n = 3),e ASO 4,4-PS.L (10 mg; n =

3). Os dados representam a porcentagem média de RNA UBE3A-AS em relagéo ao
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veiculo. Barras de erro representam erro padrdo da média. O asterisco (*) denota
diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) usando ANOVA unidirecional com
o teste de comparagao multipla de Dunnett em relagao ao veiculo.

DESCRIGAO DETALHADA

[028] O UBE3A-AS / UBES3A-AS transcricao, de outro modo conhecida como
ubiquitina-proteina ligase E3A transcrito antisense e UBE3A-AS / UBE3A-AS, é o
nome para o transcrito produzido pela transcricado do UBE3A-AS transcricdo, que se
encontra no antisense Cadeia de DNA relativa ao gene UBE3A. Observe que nomes
de genes com todasas letras maiusculas indicam genes humanos (por
exemplo, UBE3A) e nomes de genes com apenas a primeira letra maiuscula indicam
genes de mouse (por exemplo, Ube3a). O transcrito UBE3A-AS é transcrito como
parte de uma grande unidade de transcricdo policistronica que codifica SNURF-
SNRPN, um aglomerado de pequenos RNAs nucleolares (SNORDs) de caixas 6rfas
de C / D e varios RNAs longos e néo codificados. Em ambos rato e humano,
o0 UBE3A | UBE3A gene € impressa em neurdnios do sistema nervoso central, onde
€ expressa unicamente a  partir da materna alelo. O UBE3A-AS / UBE3A-
AS transcrigao € necessario e suficiente para a transcrigao siléncio do paterna UBE3A
/ UBESA alelo, e inibicdo de UBE3A-AS / UBESA-
AS reativa transcricao do paterna UBE3A / UBES3A alelo. Mutagcbes que afetam a
fungdo ou expressao do alelo UBE3A herdado pela m&e causam a sindrome de
Angelman (EA). Na EA, o] alelo paterno é funcional, mas
epigeneticamente silenciado. Se unsilenced no AS pacientes, o paternal UBE3A alel
o poderia ser uma fonte de funcional UBE3A em neurénios.

[029]0O policistronico transcricdo unidade de ions (daqui em diante referido
como o PTU) que codifica UBE3A-AS é de cerca de 450, 000 pares de bases de
comprimento. A transcrigio do PTUcomega nosexons a montante (ex-U)

no locus SNURF-SNRPN e para em direcao ao extremo 5de UBE3A. A PTU esta
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organizada (5-3" da seguinte forma: SNURF-
SNRPN, SNORD107, SNORD64, SNORD109A, SNORD116 (29

copias), IPW, SNORD115 (48 cépias), SNORD109B e UBE3A, orientado na diregao
oposta das transcrigdes upstream. O transcrito policistrbnico é emendado
alternativamente e sujeito a processamento 3’alternativo. SNURF-SNRPN codifica
dois polipeptideos. As SNORDs estdo nos introns de um transcrito de gene do
hospedeiro (SNHG14) e sdo geradas por desagregacao exonucleolitica dos introns
emendados. UBE3A-AS representa a terminacao 3’ da transcricdo que se sobrepde
ao gene UBE3A. A maioria dos snoRNAs de caixa C / D desempenha um papel na
biogénese do ribossomo, onde eles direcionam a 2'-O-metilagdo dos RNAs
ribossémicos (rRNA); no entanto, os snoRNAs localizados na regiao PWS / AS nao
possuem complementaridade de sequéncia com 0s rRNAs
conhecidos; h ontudo, a SNORD115 snoRNA foi encontrado para alterar o
processamento alternativo do receptor de serotonina 2C pré-ARNm.

[030]E aqui revelado evidéncias de que a 5'-terminagdo de UBE3A-
AS transcrigao i € importante para a sua estabilidade. Tal como aqui divulgado, ASOs
segmentacdo a 5 -terminagcdo de UBE3A-AS sao capazes de reduzir UBE3A-
AS niveis, presumivelmente por paragem de transcricdo de UBE3A-AS, e
transformando-o em paterno UBE3A alelo.

[031]O termo "oligonucleotideo", conforme aqui utilizado, é definido como
geralmente é entendido pelo técnico no assunto como uma molécula compreendendo
dois ou mais nucleosideos covalentemente ligados. Esses nucleosideos ligados
covalentemente também podem ser referidos como moléculas de acido nucleico ou
oligbmeros. Os oligonucleotideos sdo comumente produzidos em laboratério por
sintese quimica em fase sdélida seguida de purificacdo. Quando se refere a uma
sequéncia do oligonucleotideo, ¢é feita referéncia a sequéncia ou ordem das porgdes

de nucleobases, ou modificagdes das mesmas, dos nucleotideos ou nucleosideos
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ligados covalentemente. O oligonucleotideo aqui  divulgado é fabricado pelo
homem, por exemplo, quimicamente sintetizado. O  oligonucleotideo aqui
divulgado também pode compreender um ou mais nucleosideos ou nucleotideos
modificados.

[032]O termo "um oligonucleotideo antisense", conforme usado aqui, é
definido como oligonucleotideos capazes de modular a expressdo de um gene alvo
por hibridagdo com um acido nucleico alvo, em particular com uma sequéncia contigua
em um 4&cido nucleico alvo. Em algumas modalidades, os oligonucleotideos
antisense divulgados neste documento sao de cadeia simples.

[033]O termo "sequéncia nucleotidica contigua" se refere a regido do
oligonucleotideo que € complementar ao acido nucleico alvo. O termo € usado aqui
de forma intercambiavel com o termo "sequéncia nucleobase contigua"e o
termo "sequéncia do motivo oligonucleotidico". Em algumas modalidades, todos os
nucleotideos do oligonucleotideo estdo presentes na sequéncia nucleotidica
contigua. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende a sequéncia
nucleotidica contigua e pode, opcionalmente, compreender nucleotideos adicionais,
por exemplo, uma regiao ligante de nucleotideos que pode ser usada para conectar
um grupo funcional a sequéncia nucleotidica contigua. A regido ligante de nucleotideo
pode ou ndo ser complementar ao acido nucleico alvo.

[034] Os nucleotideos s&o os blocos de construgdo de oligonucleotideos e
polinucleotideos e podem incluir nucleotideos de ocorréncia natural e ndo natural. Na
natureza, nucleotideos, como nucleotideos de DNA e RNA, compreendem uma
porcao de agucar em ribose, uma porgao de nucleobase e um ou mais grupos fosfato
(que esta ausente nos nucleosideos). Nucleosideos e nucleotideos também podem
ser chamados de "unidades" ou "monémeros".

[035]0 termo " nucleosideo modificado" ou " modificagdo de nucleosideo",

conforme usado neste documento, se refere a nucleosideos modificados em
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comparacao com o nucleosideo equivalente de DNA ou RNA pela introducdo de uma
ou mais modificagbes da porcdo de acucar ou da porcdo de base
(nucleo). Em algumas modalidades, o nucleosideo modificado compreende uma
fracdo de agucar modificada. O termo nucleos ido modificado também pode ser aqui
utilizado  alternadamente com o termo “andlogo de nucleosideo” ou
modificados “unidades” ou modificados “monémeros”.

[036]0O termo "ligagcdo internucleosideo modificado" € definido como
geralmente entendido pelo técnico no assunto como ligagdes diferentes das ligagdes
fosfodiéster (PO) ou ligagbes fosfato naturais que acoplaram covalentemente dois
nucleosideos. Os nucleotideos com ligagéo internucleosideo modificada também s&o
denominados "nucleotideos modificados". Em algumas modalidades, a ligacao
internucleosideo modificada aumenta a resisténcia a nuclease do oligonucleotideo em
comparagdo com uma ligacdo fosfodiéster. Para oligonucleotideos de ocorréncia
natural, a ligagao internucleosideo inclui grupos fosfato, criando uma ligacéo
fosfodiéster entre nucleosideos adjacentes. Ligagdes internucleosideos modificadas
sdo particularmente uteis na estabilizacdo de oligonucleotideos para uso in vivo e
podem servir para proteger contra a clivagem de nucleases em regides de
nucleosideos de DNA ou RNA no oligonucleotideo divulgado aqui, por
exemplo, dentro da regido de lacuna de um oligonucleotideo gapmer, bem como em
regides de nucleosideos modificados.

[037]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende uma ou mais
ligagdes internucleosidicas modificadas do fosfodiéster natural para uma ligagao que
€, por exemplo, mais resistente ao ataque de nuclease. A resisténcia a nuclease pode
ser determinada pela incubagao do oligonucleotideo no soro sanguineo ou usando um
ensaio de resisténcia a nuclease [por exemplo, fosfodiesterase de veneno de cobra

(SVPD)], ambos bem conhecidos na técnica. As ligagdes internucleosidicas que sao
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capazes de aumentar a resisténcia a nuclease de um oligonucleotideo sao referidas
como ligagdes internucleosidicas resistentes a nuclease.

[038]Em algumas modalidades, pelo menos 50% das ligagbes
internucleosideos no oligonucleotideo, ou sequéncia nucleotidica contigua dos
mesmos, sao modificados, como pelo menos 60%, como pelo menos 70%, como pelo
menos 80 % ou como pelo menos 90 % das ligagdes internucleosideos no
oligonucleotideo, ou sequéncia nucleotidica contigua dos mesmos, séo
modificadas. Em algumas modalidades, todas as liga¢des internucleosideos do
oligonucleotideo ou sua sequéncia nucleotidica contigua sdo modificadas.

[039]Sera reconhecido que, em algumas modalidades, as ligacdes
internucleosideos que ligam o oligonucleotideo a um grupo funcional ndo nucleotidico,
como um conjugado, podem ser fosfodiéster. Em algumas modalidades,
as ligagdes internucleosideos que ligam o oligonucleotideo a um grupo funcional ndo
nucleotidico sdo modificadas.

[040]Em algumas modalidades, todas as ligagdes internucleosideos do
oligonucleotideo, ou sua sequéncia nucleotidica contigua, sao ligacoes
internucleosideos resistentes a nuclease.

[041]Ligacdes internucleosideos modificadas podem, por exemplo, ser
seleccionado a partir do grupo que compreende fosforotioato, diphosphorothioate, e
boranofosfato. Em algumas formas de realizagdo, as ligagdes internucleosideos
modificadas s&do compativeis com a RNase recrutamento H do oligonucleotideo aqui
divulgado, por exemplo, fosforotioato, diphosphorothioate, ou boranofosfato.

[042]Em algumas modalidades, a ligagdo internucleosideo compreende
enxofre (S), tal como uma ligacao internucleosideo fosforotioato.

[043]Uma ligacéo internucleosideos de fosforotioato € particularmente util
devido a resisténcia a nuclease, benéficos farmacéutica c okinetics e facilidade de

fabrico. Em modalidades preferidas, pelo menos 50% das liga¢des internucleosideos
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no oligonucleotideo, ou sequéncia nucleotidica contigua dos mesmos, sao
fosforotioato, como pelo menos 60%, como pelo menos 70%, como pelo menos 70%,
como pelo menos 80 %, ou como pelo menos 90% das ligagdes internucleosideos no
oligonucleotideo, ou sequéncia nucleotidica contigua dos mesmos, séo
fosforotioato. Em algumas modalidades, todas as ligagdes internucleosideos do
oligonucleotideo, ou sua sequéncia nucleotidica contigua, s&o fosforotioato.

[044]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende uma ou mais
ligacdes internucleosideos neutras, particularmente uma ligagédo internucleosideos
selecionada a partir de fosfotriéster, metilfosfonato, MMI, amida-3, formalcetal ou
tioformacetal. Outras ligagbes internucleosideos sao divulgadas no documento
WO02009 / 124238 (incorporado aqui por referéncia). Numa modalidade, a ligagao
internucleosideo é selecionada a partir de ligantes divulgados no documento WO2007
/ 031091 (incorporado aqui por referéncia).

[045]Ligacdes resistentes a nuclease, tal como fosfo ro tioato ligagdes, séo
particularmente uteis nas regides oligonucleotidicas capazes de nuclease
recrutamento quando formando um duplex com o acido nucleico alvo, tal como a
regido L de gapmeros, ou a regido nao-nucleosideo modificado de headmers e
tailmers. As ligacdes de fosforotioato podem, no entanto, também ser uteis em regides
que nao recrutam nucleases e / ou regides que aumentam a afinidade, como as
regides F e F' para gapmers, ou a regido nucleosidica modificada de headmers e
tailmers.

[046]Cada uma das regides de design pode, no entanto, compreender
ligagbes internucleosidicas diferentes de fosforotioato, como ligagdes fosfodiéster,
particularmente em regides onde nucleosideos modificados, como LNA, protegem a
ligacao contra a degradacao de nucleases. A inclusdo de ligacdes fosfodiéster, como
uma ou duas ligagdes, particularmente entre ou adjacentes a unidades nucledsidas

modificadas (tipicamente nas regides de recrutamento de ndo nucleases) pode

Peti¢&io 870200058879, de 12/05/2020, pag. 183/290



18792

modificar a biodisponibilidade e / ou a biodistribuicdo de um oligonucleotideo. O
documento WO2008 / 113832 é aqui incorporado por referéncia para o ensino de
oligonucleotideos possuindo ligagbes fosfodiéster.

[047]1Em algumas modalidades s, todas as ligagbes internucleosideos no
oligonucleotideo séo ligacbes fosforotioato e / ou
boranofosfato. Em algumas modalidades s, todas as ligagdes internucleosideos no
oligonucleotideo sé&o ligacdes fosforotioato.

[048] O termo nucleobase inclui a purina (por exemplo, adenina e guanina) e
pirimidina (por exemplo, uracila, timina, e citosina) fracgdo presente em nucleosideos
e nucleotideos, que formam ligagcdes de hidrogénio em hibridacdo de &acido
nucleico. O termo nucleobase também abrange nucleobases modificadas que podem
diferir das nucleobases de ocorréncia natural, mas sao funcionais durante a hibridacéo
de acidos nucleicos. Neste contexto “nucleobase” se refere a ambas as bases
nucleicas que ocorrem naturalmente, tais como adenina, guanina, citosina, timidina,
uracila, xantina, e hipoxantina, bem como variantes que n ocorrem naturalmente.

[049] Em algumas modalidades, a porgao nucleobase € modificada alterando
a purina ou pirimidina em uma purina ou pirimidina modificada, como purina
substituida ou pirimidina substituida, como um nucleobase selecionado a partir de
isocitose, pseudoisocitosina, 5-metil- citosina, 5-tiozolo- citosina, 5-propinil-citosina, 5-
propinil-uracil, 5-bromouracil 5-tiazolo-uracil, 2-tio-uracil, 2'-timina, inosina,
diaminopurina, 6-aminopurina, 2-aminopurina, 2,6 -diaminopurina, e 2-cloro-6-
aminopurina.

[050]As por¢des de bases nucleoticas pode ser indicada pelo codigo de uma
letra para cada base nucleotica correspondente, por exemplo, A, T, G, C,ou L, em
que cada letra pode, opcionalmente, incluir bases nucleoticas modificadas de funcéo
equivalente. Por exemplo, nos oligonucleotideos exemplificados, as por¢des de

nucleobases sao selecionadas dentre A, T, G, C e 5-metil-
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citosina (5mC). Combinacdes dessas modificagbes também podem ser usadas. Por
exemplo, podem ser utilizados nucleosideos 5mC LNA. Da mesma forma, 2'-
hidroximetil (2'-OMe) 5mC pode ser usado.

[051]0 termo "complementaridade" descreve a capacidade de
emparelhamento de bases Watson-Crick de nucleosideos / nucleotideos. Os pares de
bases Watson-Crick sdo guanina (G) -citosina (C) e adenina (A) -timina (T) / uracil
(V). Sera entendido que os oligonucleotideos podem compreender nucleosideos com
nucleobases modificadas, por exemplo, a 5-metil citosina é frequentemente usada no
lugar da citosina e, como tal, o termo complementaridade abrange o pareamento de
bases de Watson Crick entre nucleobases ndo modificadas e modificadas.

[052] O termo "% complementar", conforme usado aqui, se refere ao numero
de nucleotideos em porcentagem de uma sequéncia nucleotidica contigua em uma
molécula de acido nucleico (por exemplo, oligonucleotideo) que, em uma determinada
posicdo, sdo complementares a (ou seja, formam a base Watson Crick emparelha
com) uma sequéncia nucleotidica contigua, em uma determinada posicado de uma
molécula de acido nucleico separada (por exemplo, 0 acido nucleico alvo). A
porcentagem é calculada contando o numero de bases alinhadas que formam pares
entre as duas sequéncias, dividindo pelo numero total de nucleotideos no
oligonucleotideo e multiplicando por 100. Nessa comparagdo, um nucleobase
/ nucleotideo que ndo se alinha (forma uma base par) é denominado
incompatibilidade.

[053]O termo "hibridagao" ou "hibridizagao", conforme usado aqui, deve ser
entendido como duas cadeias de acidos nucleicos (por exemplo, um oligonucleotideo
e um acido nucleico alvo) formando liga¢des de hidrogénio entre pares de bases nas
cadeias opostas, formando assim um duplex. A afinidade da ligacdo entre duas
cadeias de acidos nucleicos é a forga da hibridacdo. E frequentemente descrito em

termos da temperatura de fusdo (Tm) definida como a temperatura a qual metade dos
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oligonucleotideos sdo duplexados com o acido nucleico alvo. Em condi¢des
fisiologicas, Tm ndo é estritamente proporcional a afinidade (Mergny e Lacroix, 2003,
Oligonucleotides 13: 515-537). A energia livre de Gibbs do estado padrao AG°® € uma
representacao mais precisa da afinidade de ligacao e esta relacionada a constante de
dissociagéo (Kd) da reagao por AG° = —RTIn (Kd), onde R é a constante degase T &
temperatura absoluta. Portanto, um AG° muito baixo da reagdo entre um
oligonucleotideo e o acido nucleico alvo reflete uma forte hibridacdo entre o
oligonucleotideo e o 4cido nucleico alvo. AG® € a energia associada a uma reagdo em
que as concentragdes aquosas sao 1M, o pH é 7 e a temperatura € 37 °C. A hibridacao
de oligonucleotideos com um acido nucleico alvo é uma reacédo espontanea e para
reacdes espontaneas AG° € menor que zero.O AG° pode ser medido
experimentalmente, por exemplo, pelo uso do método de calorimetria de titulagao
isotérmica (ITC), como descrito em Hansen et al.,, 1965, Chem. Comm. 36-38 e
Holdgate et al., 2005, Drug Discov Today. O especialista sabera que o equipamento
comercial esta disponivel para medi¢cdes de AG°. O AG° também pode ser estimado
numericamente usando o modelo de vizinho mais préximo, conforme descrito por
SantaLucia, 1998, Proc Natl Acad Sci USA. 95: 1460-1465, utilizando paretros
termodinicos derivados adequadamente descritos por Sugimoto et al., 1995,
Biochemistry 34: 11211-11216 e McTigue et al., 2004, Biochemistry 43: 5388-
5405. Para ter a possibilidade de modular seu alvo de acido nucleico pretendido por
hibridagao, os oligonucleotideos aqui divulgados hibridam com um acido nucleico alvo
com valores estimados de AG®° abaixo de -10 kcal para oligonucleotideos com 10 a 30
nucleotideos de comprimento. Em algumas modalidades, o grau ou a for¢ca da
hibridagcdo € medido pelo estado padrdo de energia livre de Gibbs AG°. Os
oligonucleotideos podem hibridar com um acido nucleico alvo com valores estimados
de AG° abaixo da faixa de -10 kcal, como abaixo de -15 kcal, como abaixo de -20 kcal

e abaixo de -25 kcal para oligonucleotideos com 8 a 30 nucleotideos em
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comprimento. Em algumas modalidades, os oligonucleotideos hibridizam com um
acido nucleico alvo com um valor estimado de AG° de -10 a -60 kcal, como -12 a -40,
como de -15 a -30 kcal ou de -16 a -27 kcal, de -18 a -25 kcal.

[054]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo divulgado compreende
uma sequéncia nucleotidica contigua de pelo menos 8 nucleotideos que é
complementar ou hibridiza com uma sequéncia alvo presente na molécula de acido
nucleico alvo. A sequéncia nucleotidica contigua (e, portanto, a sequéncia alvo)
compreende pelo menos 8 nucleotideos contiguos, como 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30 nucleotideos contiguos, tais
como 12-25, tais como 14-18 nucleotideos contiguos.

[055]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo divulgado é um &acido
nucleico funcional, como um siRNA, shRNA ou gRNA da nuclease, que inibe, modifica
ou exclui a sequéncia de acido nucleico alvo.

[056] O termo "modulacédo da expressao", conforme aqui utilizado, deve ser
entendido como um termo geral para a capacidade de um oligonucleotideo de alterar
a quantidade de RNA / proteina UBE3A quando comparado com a quantidade de
UBE3A antes da administragdo do oligonucleotideo. Alternativamente, a modulagao
da expressao pode ser determinada por referéncia a uma experiéncia de controle em
que o oligonucleotideo divulgado ndo € administrado. A modulacao efetuada pelo
O ligonucleotideo esta relacionada com ele a capacidade para reduzir, de remocgao,
prevenir, diminuir, reduzir ou terminar a supressdo do paterna UBE3A -
AS transcrigdo, ou seja, por direcionamento para a terminagéo 5°de UBE3A-AS, que
esta a jusante do SNORD115-45 snoRNA. A modulagao também pode ser vista como
a capacidade do oligonucleotideo de restaurar, aumentar ou melhorar a expressao
do UBE3A paterno, por exemplo, por remocao ou bloqueio

de mecanismos inibidores afetados pelo UBE3A-AS.
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[057] O oligonucleotideo divulgado pode compreender um ou mais nucleosid
€0s que possuem uma porcao de agucar modificada, isto €, uma modificacdo da
porcao de agucar quando comparada a porgcao de agucar ribose encontrada no DNA
e RNA. Numerosos nucleosideos com modificacdo da porgcéo de agucar ribose foram
feitos, principalmente com o objetivo de melhorar certas propriedades dos
oligonucleotideos, como afinidade e / ou resisténcia a nuclease. Tais modificagdes
incluem aqueles em que a estrutura em anel da ribose € modificado, por exemplo, por
substituicdo com um anel de hexose (HNA), ou um anel biclico, que tipicamente tém
uma ponte
biradicle entre as C2 e C4 carbonos sobre a ribose anel (LNA), ou um anel ribose na
o- ligado que normalmente ndo possui uma ligagao entre os carbonos C2 e C3 (por
exemplo, UNA). Outros nucleosideos modificados com acgucar incluem, por exemplo,
nucleosideos de biciclo-hexose (WO2011/
017521) ou nucleosideos triciclicos (W02013/154798). Os nucleosideos modificados
também incluem nucleosideos onde a porgao de agucar € substituida por uma porgao
gue nao seja de agucar, por exemplo, no caso de acidos nucleicos peptidicos (PNA)
ou acidos nucleicos de morfolino.

[058] As modificagdes do agucar também incluem modificagdes feitas através
da alteracao dos grupos substituintes no anel da ribose para outros grupos que nao o
hidrogénio, ou o grupo 2'-OH encontrado naturalmente nos nucleosideos de DNA e
RNA. Os substituintes podem, por exemplo, ser introduzidos nas posigdes 2', 3', 4' ou
5. 0Os nucleosideos com por¢cdes de agucar modificadas também incluem
nucleosideos 2' modificados, tais como nucleosideos 2' substituidos. De fato, muito
foco foi gasto no desenvolvimento de nucleosideos substituidos em 2' e varios
nucleosideos substituidos em 2' foram encontrados para ter propriedades benéficas
quando incorporados em oligonucleotideos, como resisténcia a nucleosideos

aprimorada e afinidade aprimorada.
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[059]Um nucleosideo 2' modificado com agucar € um nucleosideo que possui
um substituinte diferente de H ou -OH na posi¢cdo 2' (nucleosideo substituido 2')
ou compreende um birradical 2' ligado e inclui nucleosideos 2’ substituidos e LNA
(nucleosideos 2’ -4 em ponte biradical). Por exemplo, o agucar modificado em 2 'pode
fornecer maior afinidade de ligacado e / ou resisténcia a nuclease aumentada ao
oligonucleotideo. Exemplos de nucleosideos modificados substituidos em 2' sdo 2'-O-
alquil-RNA, 2'-O-metil-RNA (O-Me), 2'-alcoxi-RNA, 2'-O-metoxietil-RNA (MOE), 2'-
amino-DNA, 2'-fluoro-RNA e 2'-fluoro-ANA (F-ANA). Para mais exemplos, consulte
Freier & Altmann; Nucl. Acid Res., 1997, 25, 4429-4443 e Uhlmann; Curr. Parecer no
Drug Development, 2000, 3 (2), 293-213; e Deleavey e Damha, Chemistry and Biology
2012, 19, 937.

[060] Os nucleosideos de acido nucleico bloqueado (LNA) sdo nucleosideos
modificados que compreendem um grupo de ligagao (referido como biradical ou
ponte) entre C2' e C4' do anel de acgucar ribose de um nucleotideo. Estes
nucleosideos sao também denominados acido nucleico em ponte ou acido nucleico
biciclico (BNA) na literatura.

[061]Degradacdo mediada por nuclease se refere a um oligonucleotideo
capaz de mediar a degradacdo de uma sequéncia nucleotidica complementar ao
formar um duplex com essa sequéncia.

[062]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo pode funcionar via
degradagcdo mediada por nuclease do 4acido nucleico alvo, onde
os oligonucleotideos divulgados sdo capazes de recrutar uma nuclease,
particularmente e endonuclease, preferencialmente endoribonuclease (RNase), como
RNase H. Exemplos de projetos de oligonucleotideos que operam através de
mecanismos mediados por nucleases s&o oligonucleotideos que, tipicamente,

compreendem uma regido de pelo menos 5 ou 6 nucleidos de ADN e estédo
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flanqueados de um lado ou de ambos os lados por afinidade de nucleosideos reforgo,
por exemplo, gapmers, headmers, e tailmers.

[063]0 termo "gapmer”, conforme aqui utilizado, se refere a um
oligonucleotideo antisense que compreende uma regidao de oligonucleotideos de
recrutamento da RNase H (lacuna) que é flanqueada 5 e 3' por um ou mais
nucleosideos modificados para melhorar a afinidade (terminais). Varios projetos de
gapmer sao descritos aqui. Cabecgotes e tailmers séao oligonucleotideos capazes de
recrutar RNase H onde um dos terminais esta ausente, isto €, apenas uma das
terminagdes do oligonucleotideo compreende nucleosideos modificados que
aumentam a afinidade. Para cabegadas o terminal 3’ esta ausente (ou seja, o terminal
5' k compreende nucleosideos modificados para aumentar a afinidade) e para tailmers
o terminal 5’ estd ausente (ou seja, o terminal 3' compreende o0s nucleosideos
modificados para aumentar a afinidade).

[064] A conjugacao do oligonucleotideo divulgado a uma ou mais por¢des ndo
nucleotidicas pode melhorar a farmacologia do oligonucleotideo, por
exemplo, afetando a atividade, distribuicdo celular, captagcédo celular ou estabilidade
do oligonucleotideo. Em algumas modalidades, a por¢édo conjugada modifica ou
aprimora as propriedades farmacocinéticas do oligonucleotideo, melhorando a
distribuicado celular, biodisponibilidade, metabolismo, excre¢ao, permeabilidade e / ou
captacao celular do oligonucleotideo. Em particular, o conjugado pode ter como alvo
o oligonucleotideo especifico para um 6rgéo, tecido, ou tipo de célula e assim
aumentar a eficacia do oligonucleotideo em que 6rgao, tecido, ou tipo de célula. Ao
mesmo tempo, o conjugado pode servir para reduzir a atividade do oligonucleotideo
em tipos de células n&o-alvo, tecidos ou 6rgaos, por exemplo, fora de atividade alvo
ou a atividade em células de tipos, tecidos ou 6rgaos ndo-alvo. Os documentos WO
93/07883 e WO 2013/033230 fornecem porgdes conjugadas adequadas, que sdo aqui

incorporadas por referéncia. O documento WO 2012/143379 fornece um método de
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administracdo de uma droga através da barreira hematoencefalica por conjugacao a
um fragmento de anticorpo com afinidade ao receptor de transferrina, que sao aqui
incorporados por referéncia.

[065]Em algumas modalidades, a por¢gdo ndo nucleotidica (porgao
conjugada) € selecionada do grupo que consiste em carboidratos, ligantes receptores
da superficie celular, substadncias medicamentosas, hormoénios, substancias
lipofilicas, polimeros, proteinas, peptideos, toxinas (por exemplo, toxinas
bacterianas), vitaminas, proteinas virais (por exemplo, capsideos) ou combinagbes
dos mesmos. Em algumas modalidades, a por¢éo ndo nucleotidica de um anticorpo
ou fragmento de anticorpo, tal como um anticorpo ou fragmento de anticorpo que
facilita a entrega através da barreira hematoencefalica, em particular um anticorpo ou
fragmento de anticorpo direcionado ao receptor de transferrina.

[066]O termo "sujeito" se refere a qualquer individuo que € alvo de
administracdo ou tratamento. O sujeito pode ser um vertebrado, por exemplo, um
mamifero. Assim, o sujeito pode ser um paciente humano ou veterinario. O termo
"paciente" se refere a um sujeito sob tratamento de um médico, por exemplo, médico.

[067]0 termo ‘"terapeuticamente eficaz" se refere a quantidade da
composigao utilizada é de quantidade suficiente para melhorar uma ou mais causas
ou sintomas de uma doenca ou disturbio. Essa melhoria requer apenas uma reducgao
ou alteragédo, ndo necessariamente eliminacéo.

[068] O termo "farmaceuticamente aceitavel" se refere aos compostos,
materiais, composigdes e / ou formas de dosagem, que estado dentro do escopo de um
julgamento médico adequado, adequado para uso em contato com tecidos de seres
humanos e animais sem toxicidade, irritagdo excessiva, resposta alérgica ou outros
problemas ou complicagcdes proporcionais a uma relagéo beneficio / risco razoavel.

[069] O termo "tratamento" se refere ao tratamento médico de um paciente

com a intengdo de curar, melhorar, estabilizar ou prevenir uma doenga, condigao
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patolégica ou disturbio. Este termo inclui tratamento ativo, isto €&, tratamento
direcionado especificamente para a melhoria de uma doenga, condigéo patoldgica ou
disturbio, e também inclui tratamento causal, isto é, tratamento direcionado para a
remogao da causa da doenga associada, condigdo patoldgica ou transtorno. Além
disso, esse termo inclui tratamento paliativo, ou seja, tratamento destinado ao alivio
dos sintomas, e ndo a cura da doenga, condi¢ao patoldgica ou disturbio; tratamento
preventivo, isto é, tratamento direcionado a minimizar ou inibir parcial ou
completamente o desenvolvimento da doenga, condicdo patoldgica ou disturbio
associada; e tratamento de suporte, isto &, tratamento empregado para suplementar
outra terapia especifica direcionada a melhoria da doencga, condicdo patolégica ou
disturbio associada.

[070] O termo "inibir" se refere a uma diminuigdo em uma atividade, resposta,
condic¢ao, doenca ou outro parametro biolégico que os especialistas na arte apreciarao
podem ser avaliados em um momento especifico, de modo que, em algumas
modalidades, a inibigdo pode ser ou compreender um atraso no inicio ou redugao na
frequéncia. Em algumas formas de realizagéo, a inibicdo pode incluir, mas néo esta
limitado a, ablacao completa da
atividade, resposta, condi¢ao, ou doencga. Este pode também incluir, por exemplo
uma redugdo de 10% na atividade, resposta, condicdo ou doenca
como comparado com o nativo nivel ou controle. Assim, a redugédo pode ser 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100% ou qualquer quantidade de redugdo entre
0s niveis, em comparagao com os niveis nativos ou de controle.

[071]Os oligonucleotideos antisense (ASOs) foram projetados para atingir
exons na terminagéo 5’ do transcrito do gene hospedeiro SNORD115 (AF400500),
que engloba 0s snoRNAs SNORD115-46, SNORD115-47, SNORD115-
48 e SNORD109B e acredita-se que representam os Terminagdo 5’ da transcrigao

antisense UBE3A (UBE3A-AS). Em particular, o acido nucleico alvo pode ser
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a terminagdo 5 de UBE3A-AS, correspondendo a posicdo 25511577 a
25.516, 681 no conjunto do genoma humano do cromossomo 15 humano hg19. Em
algumas modalidades, o acido nucleico alvo é um dos cinco exons localizados
na terminagdo 5’ de UBE3A-AS, que pode corresponder as posi¢cdes 25.511, 577 a
25.511.761 (exon 1), 25.512.059 a 25.512.191 (exon 2), 25.513.476 a 25.513.600
(exon 3), 25.514.752 a 25.514.880 (exon 4) e 25.516.565 a 25, 516, 681 (exon 5).

[072]Portanto, em algumas formas de realizagdo, 0 acido nucleico
alvo é ATGATGA TATGGAAGAAAAGCACTCTT TG GCCTGTTGTGACTGGGACA
GTTGACAGCACCCAGGTGTCCTTTAATGA AA ATGCTCTTGACACCAATGCATCC
TAGCA TCACAGCTTCAGGAAGCCTTCT CAAGTGTGCATGGGGAGTACTATGTC
TTTCATCAATAATGAAATCTTC TGATTTG (exon 1, SEQ ID NO: 1).

[073]Em algumas modalidades, o acido nucleico alvo é
TAAGACATGCTGCCAAGAGATGTGCCATTCTATTATAAAAGATCAG TA GCTTCC
TTTACCGACGTGTATATTCTATCTAGAACATTGAGCTATGGA AG ACTCCCACCT
AAGGGAATTAGTTTTACA 2 (Exon).

[074]Em algumas modalidades, o acido nucleico alvo é
ATAAAGACTGCTGAGAAGA G CACCCTCTGGTGTTGTCACAGAGGCAAGTGCTA
CCGCAC A GGCATGCTGCAGTGAATTTAACTGATCCT C TGTCCCTGCAACCGT
TGTTTAAGGATGCT ATTCT, NO.

[075]Em algumas modalidades, o acido nucleico alvo é
AAAAGACTGTGGAGGAAGAAACCCCTTTACCCTGTTGTTCAGGGAGAAACTGA
CA CCACTCAACTGCCTGGCACTGAAAATGTGGCATCCAGTCCACTTTACCATC
AGTGTTTAAGGAAACCATCTCTG (Exon 4).

[076]Em algumas modalidades, o acido nucleico alvo é
ATAAGGATGACTGAGGAAGA G TACTCTTTGGCTTGTTGACACCAGCACAGCTG
ACACACCCAGATATCTGTTTGGTCTCCTGTGAACTTTCAACCAGGATTTAAGGAT
GC CACTCTG (Exon 5, SEQ ID).
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[077]Em algumas modalidades, o ASO divulgado tem a sequéncia de acidos
nucleicos TAGAGGTGAAGGCCAGGCAC (ASO-1, SEQ ID NO: 6).

[078]Em algumas modalidades, o ASO tem a sequéncia de acidos nucleicos
GTACTCTTCCTCAGTCATCC (ASO-2, SEQ ID NO: 7).

[079]Em algumas modalidades, o ASO divulgado tem a sequéncia de acido
nucleico TGTCAGTTTCTCCCTGAACA (ASO-3, SEQ ID NO: 8).

[080]Em algumas modalidades, o ASO divulgado tem a sequéncia de acido
nucleico TAGAATGGCACATCTCTTGG (ASO-4, SEQ ID NO: 9).

[081]Em algumas modalidades, o ASO divulgado tem a sequéncia de acido

nucleico GTTTTCTTCCTCCACAGTCT (ASO-6, SEQ ID NO: 10).
Em algumas modalidades, o ASO divulgado tem a sequéncia de acido nucleico
CTGGTGTCAACAAGCCAAAG (ASO-7, SEQ ID NO: 11).

[082] ASOs adicionais que podem atingir o exon 1 da terminagéo
3’ da regidao SNORD115 séao fornecidos abaixo na Tabela 1. Exemplos de ASOs que
podem atingir o exon 2 da terminacdo 3'da SNORD115 sédo fornecidos abaixo na
Tabela 2. Exemplos de ASOs que pode atingir o} exon
3 da terminagdo 3’ do SNORD115 sao fornecidos abaixo na Tabela 3. Exemplos de
ASOs que podem direcionar o exon 4 da termina¢do 3' do SNORD115 sao fornecidos
abaixo na Tabela 4.Exemplos de ASOs que podem direcionar o exon 5

da terminacdo 3’ do SNORD115 sao fornecidos abaixo na Tabela 5.

X
Tabela 1. ASOs do Exon 1

Sequéncia alvo (5' 2 3') ASO (5 > 3)
GAAAAUGCUCUUGACACC (SEQID GGTGTCAAGAGCATTTTC (SEQ ID
NO: 12) NO: 15)

GAAAAUGCUCUUGACACCA (SEQID | TGGTGTCAAGAGCATTTTC (SEQ ID
NO: 13) NO: 16)
GAAAAUGCUCUUGACACCAA (SEQID | TTGGTGTCAAGAGCATTTTC (SEQ
NO: 14) ID NO: 17)

Tabela 2. ASOs do Exon 2

Sequéncia alvo (5' =2 3) | ASO (5" © 3
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CAUGCUGCCAAGAGAUGU (SEQ ID
NO: 18)

ACATCTCTTGGCAGCATG (SEQ ID
NO: 67)

CAUGCUGCCAAGAGAUGUG (SEQ ID
NO: 19)

CACATCTCTTGGCAGCATG (SEQ ID
NO: 68)

CAUGCUGCCAAGAGAUGUGC (SEQ
ID NO: 20)

GCACATCTCTTGGCAGCATG (SEQ
ID NO: 69)

AUGCUGCCAAGAGAUGUG (SEQ ID
NO: 21)

CACATCTCTTGGCAGCAT (SEQ ID
NO: 70)

AUGCUGCCAAGAGAUGUGC (SEQ ID
NO: 22)

GCACATCTCTTGGCAGCAT (SEQ ID
NO: 71)

AUGCUGCCAAGAGAUGUGCC (SEQ
ID NO: 23)

GGCACATCTCTTGGCAGCAT (SEQ
ID NO: 72)

UGCUGCCAAGAGAUGUGCC (SEQ ID
NO: 24)

GGCACATCTCTTGGCAGCA (SEQ ID
NO: 73)

UGCUGCCAAGAGAUGUGCCA (SEQ
ID NO: 25)

TGGCACATCTCTTGGCAGCA (SEQ
ID NO: 74)

GCUGCCAAGAGAUGUGCCA (SEQ ID
NO: 26)

TGGCACATCTCTTGGCAGC (SEQ ID
NO: 75)

GCUGCCAAGAGAUGUGCCAU (SEQ
ID NO: 27)

ATGGCACATCTCTTGGCAGC (SEQ
ID NO: 76)

CUGCCAAGAGAUGUGCCA (SEQ ID
NO: 28)

TGGCACATCTCTTGGCAG (SEQ ID
NO: 77)

CUGCCAAGAGAUGUGCCAU (SEQ ID
NO: 29)

ATGGCACATCTCTTGGCAG (SEQ ID
NO: 78)

CUGCCAAGAGAUGUGCCAUU (SEQ
ID NO: 30)

AATGGCACATCTCTTGGCAG (SEQ
ID NO: 79)

UGCCAAGAGAUGUGCCAU (SEQ  ID
NO: 31)

ATGGCACATCTCTTGGCA (SEQ ID
NO: 80)

UGCCAAGAGAUGUGCCAUU (SEQ ID
NO: 32)

AATGGCACATCTCTTGGCA (SEQ ID
NO: 81)

UGCCAAGAGAUGUGCCAUUC (SEQ
ID NO: 33)

GAATGGCACATCTCTTGGCA (SEQ
ID NO: 82)

GCCAAGAGAUGUGCCAUU (SEQ  ID
NO: 34)

AATGGCACATCTCTTGGC (SEQ ID
NO: 83)

GCCAAGAGAUGUGCCAUUC (SEQ ID
NO: 35)

GAATGGCACATCTCTTGGC (SEQ ID
NO: 84)

GCCAAGAGAUGUGCCAUUCU (SEQ
ID NO: 36)

AGAATGGCACATCTCTTGGC (SEQ
ID NO: 85)

CCAAGAGAUGUGCCAUUC (SEQ  ID
NO: 37)

GAATGGCACATCTCTTGG (SEQ ID
NO: 86)

CCAAGAGAUGUGCCAUUCU (SEQ ID
NO: 38)

AGAATGGCACATCTCTTGG (SEQ ID
NO: 87)

CCAAGAGAUGUGCCAUUCUA (SEQ ID
NO: 39)

TAGAATGGCACATCTCTTGG (SEQ
ID NO: 88)

CAAGAGAUGUGCCAUUCU (SEQ D
NO: 40)

AGAATGGCACATCTCTTG (SEQ ID
NO: 89)
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CAAGAGAUGUGCCAUUCUA (SEQ ID
NO: 41)

TAGAATGGCACATCTCTTG (SEQ ID
NO: 90)

CAAGAGAUGUGCCAUUCUAU (SEQ ID
NO: 42)

ATAGAATGGCACATCTCTTG (SEQ
ID NO: 91)

UCCUUUACCGACGUGUAU (SEQ  ID
NO: 43)

ATACACGTCGGTAAAGGA (SEQ D
NO: 92)

UCCUUUACCGACGUGUAUA (SEQ ID
NO: 44)

TATACACGTCGGTAAAGGA (SEQ ID
NO: 93)

UCCUUUACCGACGUGUAUAU (SEQ ID
NO: 45)

ATATACACGTCGGTAAAGGA (SEQ
ID NO: 94)

CCUUUACCGACGUGUAUA (SEQ  ID
NO: 46)

TATACACGTCGGTAAAGG (SEQ ID
NO: 95)

CCUUUACCGACGUGUAUAU (SEQ ID
NO: 47)

ATATACACGTCGGTAAAGG (SEQ ID
NO: 96)

CCUUUACCGACGUGUAUAUU (SEQ ID
NO: 48)

AATATACACGTCGGTAAAGG (SEQ
ID NO: 97)

ACCGACGUGUAUAUUCUAUC (SEQ ID
NO: 49)

GATAGAATATACACGTCGGT (SEQ
ID NO: 98)

CCGACGUGUAUAUUCUAUC (SEQ ID
NO: 50)

GATAGAATATACACGTCGG (SEQ ID
NO: 99)

CCGACGUGUAUAUUCUAUCU (SEQID
NO: 51)

AGATAGAATATACACGTCGG (SEQ
ID NO: 100)

UCUAGAACAUUGAGCUAUGG (SEQ ID
NO: 52)

CCATAGCTCAATGTTCTAGA (SEQ D
NO: 101)

CAUUGAGCUAUGGAAGAC (SEQ ID
NO: 53)

GTCTTCCATAGCTCAATG (SEQ D
NO: 102)

CUAUGGAAGACUCCCACCUA (SEQ ID
NO: 54)

TAGGTGGGAGTCTTCCATAG (SEQ
ID NO: 103)

UAUGGAAGACUCCCACCUA (SEQ ID
NO: 55)

TAGGTGGGAGTCTTCCATA (SEQ ID
NO: 104)

UAUGGAAGACUCCCACCUAA (SEQ ID
NO: 56)

TTAGGTGGGAGTCTTCCATA (SEQ
ID NO: 105)

AUGGAAGACUCCCACCUA (SEQ D
NO: 57)

TAGGTGGGAGTCTTCCAT (SEQ D
NO: 106)

AUGGAAGACUCCCACCUAA (SEQ ID
NO: 58)

TTAGGTGGGAGTCTTCCAT (SEQ ID
NO: 107)

UGGAAGACUCCCACCUAA (SEQ  ID
NO: 59)

TTAGGTGGGAGTCTTCCA (SEQ D
NO: 108)

GACUCCCACCUAAGGGAAUU (SEQID
NO: 60)

AATTCCCTTAGGTGGGAGTC (SEQ
ID NO: 109)

ACUCCCACCUAAGGGAAU (SEQ  ID
NO: 61)

ATTCCCTTAGGTGGGAGT (SEQ ID
NO: 110)

ACUCCCACCUAAGGGAAUU (SEQ D
NO: 62)

AATTCCCTTAGGTGGGAGT (SEQ ID
NO: 111)

ACUCCCACCUAAGGGAAUUA (SEQ ID
NO: 63)

TAATTCCCTTAGGTGGGAGT (SEQ
ID NO: 112)
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CUCCCACCUAAGGGAAUU (SEQ  ID
NO: 64)

AATTCCCTTAGGTGGGAG (SEQ ID
NO: 113)

CUCCCACCUAAGGGAAUUA (SEQ ID
NO: 65)

TAATTCCCTTAGGTGGGAG (SEQ ID
NO: 114)

UCCCACCUAAGGGAAUUA (SEQ D
NO: 66)

TAATTCCCTTAGGTGGGA (SEQ ID
NO: 115)

Tabela 3. ASOs do Exon 3

Sequéncia alvo (5' > 3)

ASO (5' > 3')

GAUAAAGACUGCUGAGAAGA (SEQ ID
NO: 116)

TCTTCTCAGCAGTCTTTATC (SEQ ID
NO: 139)

AUAAAGACUGCUGAGAAGAG (SEQ ID
NO: 117)

CTCTTCTCAGCAGTCTTTAT (SEQ ID
NO: 140)

UAAAGACUGCUGAGAAGAGC (SEQ
ID NO: 118)

GCTCTTCTCAGCAGTCTTTA (SEQ ID
NO: 141)

AAAGACUGCUGAGAAGAGCA (SEQ ID
NO: 119)

TGCTCTTCTCAGCAGTCTTT (SEQ ID
NO: 142)

AAGACUGCUGAGAAGAGCAC (SEQ
ID NO: 120)

GTGCTCTTCTCAGCAGTCTT (SEQ ID
NO: 143)

AGACUGCUGAGAAGAGCACC (SEQ
ID NO: 121)

GGTGCTCTTCTCAGCAGTCT (SEQ
ID NO: 144)

GACUGCUGAGAAGAGCACCC (SEQ
ID NO: 122)

GGGTGCTCTTCTCAGCAGTC (SEQ
ID NO: 145)

CAAGUGCUACCGCACAGGCA (SEQ
ID NO: 123)

TGCCTGTGCGGTAGCACTTG (SEQ
ID NO: 146)

AAGUGCUACCGCACAGGCAU (SEQ
ID NO: 124)

ATGCCTGTGCGGTAGCACTT (SEQ
ID NO: 147)

AGUGCUACCGCACAGGCAUG (SEQ
ID NO: 125)

CATGCCTGTGCGGTAGCACT (SEQ
ID NO: 148)

UGCUACCGCACAGGCAUGCU (SEQ
ID NO: 126)

AGCATGCCTGTGCGGTAGCA (SEQ
ID NO: 149)

UACCGCACAGGCAUGCUGCA (SEQ
ID NO: 127)

TGCAGCATGCCTGTGCGGTA (SEQ
ID NO: 150)

GCACAGGCAUGCUGCAGUGA (SEQ
ID NO: 128)

TCACTGCAGCATGCCTGTGC (SEQ
ID NO: 151)

CACAGGCAUGCUGCAGUGAA (SEQ
ID NO: 129)

TTCACTGCAGCATGCCTGTG (SEQ
ID NO: 152)

ACAGGCAUGCUGCAGUGAAU (SEQ
ID NO: 130)

ATTCACTGCAGCATGCCTGT (SEQ
ID NO: 153)

CAGGCAUGCUGCAGUGAAUU (SEQ
ID NO: 131)

AATTCACTGCAGCATGCCTG (SEQ
ID NO: 154)

AGGCAUGCUGCAGUGAAUUU (SEQ
ID NO: 132)

AAATTCACTGCAGCATGCCT (SEQ
ID NO: 155)

GGCAUGCUGCAGUGAAUUUA (SEQ
ID NO: 133)

TAAATTCACTGCAGCATGCC (SEQ
ID NO: 156)
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GCAUGCUGCAGUGAAUUUAA (SEQ
ID NO: 134)

TTAAATTCACTGCAGCATGC (SEQ ID
NO: 157)

CAUGCUGCAGUGAAUUUAAC (SEQ
ID NO: 135)

GTTAAATTCACTGCAGCATG (SEQ ID
NO: 158)

GCAGUGAAUUUAACUGAUCC (SEQ
ID NO: 136)

GGATCAGTTAAATTCACTGC (SEQ ID
NO: 159)

UCCCUGCAACCGUUGUUUAA (SEQ
ID NO: 137)

TTAAACAACGGTTGCAGGGA (SEQ
ID NO: 160)

CCCUGCAACCGUUGUUUAAG (SEQ
ID NO: 138)

CTTAAACAACGGTTGCAGGG (SEQ
ID NO: 161)

Tabela 4. ASOs do Exon 4

Sequéncia alvo (5' 2 3) ASO (5’ 2 3"
AAAAGACUGUGGAGGAAGA (SEQ ID | TCTTCCTCCACAGTCTTTT (SEQ ID
NO: 162) NO: 237)
AAAAGACUGUGGAGGAAGAA (SEQ TTCTTCCTCCACAGTCTTTT (SEQ ID
ID NO: 163) NO: 238)
AAAGACUGUGGAGGAAGAA (SEQ ID | TTCTTCCTCCACAGTCTTT (SEQ ID
NO: 164) NO: 239)
AAAGACUGUGGAGGAAGAAA (SEQ TTTCTTCCTCCACAGTCTTT (SEQ ID
ID NO: 165) NO: 240)
AAGACUGUGGAGGAAGAAAA (SEQ TTTTCTTCCTCCACAGTCTT (SEQ ID
ID NO: 166) NO: 241)

AGACUGUGGAGGAAGAAAAC (SEQ
ID NO: 167)

GTTTTCTTCCTCCACAGTCT (SEQ ID
NO: 242)

ACUGUGGAGGAAGAAAAC (SEQ ID

GTTTTCTTCCTCCACAGT (SEQ ID

NO: 168) NO: 243)
ACUGUGGAGGAAGAAAACC (SEQ ID | GGTTTTCTTCCTCCACAGT (SEQ D
NO: 169) NO: 244)
ACUGUGGAGGAAGAAAACCC (SEQ | GGGTTTTCTTCCTCCACAGT (SEQ ID
ID NO: 170) NO: 245)

CUGUGGAGGAAGAAAACC (SEQ D
NO: 171)

GGTTTTCTTCCTCCACAG (SEQ  ID
NO: 246)

CUGUGGAGGAAGAAAACCC (SEQ ID
NO: 172)

GGGTTTTCTTCCTCCACAG (SEQ ID
NO: 247)

AAAACCCUUUACCCUGUUG (SEQ 1D
NO: 173)

CAACAGGGTAAAGGGTTTT (SEQ ID
NO: 248)

AAAACCCUUUACCCUGUUGU (SEQ
ID NO: 174)

ACAACAGGGTAAAGGGTTTT (SEQ ID
NO: 249)

AAACCCUUUACCCUGUUGUU (SEQ
ID NO: 175)

AACAACAGGGTAAAGGGTTT (SEQ
ID NO: 250)

UUGUUCAGGGAGAAACUG (SEQ D
NO: 176)

CAGTTTCTCCCTGAACAA (SEQ D
NO: 251)

UUGUUCAGGGAGAAACUGAC (SEQ
ID NO: 177)

GTCAGTTTCTCCCTGAACAA (SEQ ID
NO: 252)
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UGUUCAGGGAGAAACUGA (SEQ ID

TCAGTTTCTCCCTGAACA (SEQ ID

NO: 178) NO: 253)
UGUUCAGGGAGAAACUGAC (SEQ ID | GTCAGTTTCTCCCTGAACA (SEQ ID
NO: 179) NO: 254)
UGUUCAGGGAGAAACUGACA (SEQ | TGTCAGTTTCTCCCTGAACA (SEQ ID
ID NO: 180) NO: 255)
GUUCAGGGAGAAACUGACA (SEQ ID | TGTCAGTTTCTCCCTGAAC (SEQ 1D
NO: 181) NO: 256)
UCAGGGAGAAACUGACACCA (SEQ | TGGTGTCAGTTTCTCCCTGA (SEQ ID
ID NO: 182) NO: 257)

CAGGGAGAAACUGACACCA (SEQ ID
NO: 183)

TGGTGTCAGTTTCTCCCTG (SEQ ID
NO: 258)

AGGGAGAAACUGACACCA (SEQ ID

TGGTGTCAGTTTCTCCCT (SEQ  ID

NO: 184) NO: 259)
AGGGAGAAACUGACACCAC (SEQ ID | GTGGTGTCAGTTTCTCCCT (SEQ ID
NO: 185) NO: 260)
AGGGAGAAACUGACACCACU (SEQ | AGTGGTGTCAGTTTCTCCCT (SEQ ID
ID NO: 186) NO: 261)
GGGAGAAACUGACACCAC (SEQ ID | GTGGTGTCAGTTTCTCCC (SEQ D
NO: 187) NO: 262)
GGGAGAAACUGACACCACU (SEQ ID | AGTGGTGTCAGTTTCTCCC (SEQ 1D
NO: 188) NO: 263)

GGGAGAAACUGACACCACUC (SEQ
ID NO: 189)

GAGTGGTGTCAGTTTCTCCC (SEQ
ID NO: 264)

GGAGAAACUGACACCACU (SEQ ID

AGTGGTGTCAGTTTCTCC (SEQ ID

NO: 190) NO: 265)
GGAGAAACUGACACCACUC (SEQ ID | GAGTGGTGTCAGTTTCTCC (SEQ ID
NO: 191) NO: 266)
GGAGAAACUGACACCACUCA (SEQ | TGAGTGGTGTCAGTTTCTCC (SEQ ID
ID NO: 192) NO: 267)
GAGAAACUGACACCACUC (SEQ ID | GAGTGGTGTCAGTTTCTC (SEQ D
NO: 193) NO: 268)

GAGAAACUGACACCACUCA (SEQ D
NO: 194)

TGAGTGGTGTCAGTTTCTC (SEQ ID
NO: 269)

GAGAAACUGACACCACUCAA (SEQID

TTGAGTGGTGTCAGTTTCTC (SEQ ID

NO: 195) NO: 270)
AGAAACUGACACCACUCA (SEQ  ID | TGAGTGGTGTCAGTTTCT (SEQ  ID
NO: 196) NO: 271)

AGAAACUGACACCACUCAA (SEQ ID
NO: 197)

TTGAGTGGTGTCAGTTTCT (SEQ ID
NO: 272)

AGAAACUGACACCACUCAAC (SEQ ID
NO: 198)

GTTGAGTGGTGTCAGTTTCT (SEQ ID
NO: 273)

GAAACUGACACCACUCAA (SEQ D
NO: 199)

TTGAGTGGTGTCAGTTTC (SEQ  ID
NO: 274)

GAAACUGACACCACUCAAC (SEQ ID
NO: 200)

GTTGAGTGGTGTCAGTTTC (SEQ ID
NO: 275)
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GAAACUGACACCACUCAACU (SEQID

AGTTGAGTGGTGTCAGTTTC (SEQ ID

NO: 201) NO: 276)
AAACUGACACCACUCAAC (SEQ ID | GTTGAGTGGTGTCAGTTT (SEQ D
NO: 202) NO: 277)

AAACUGACACCACUCAACU (SEQ ID | AGTTGAGTGGTGTCAGTTT (SEQ D
NO: 203) NO: 278)
AAACUGACACCACUCAACUG (SEQ ID | CAGTTGAGTGGTGTCAGTTT (SEQ ID
NO: 204) NO: 279)

AACUGACACCACUCAACU (SEQ  ID | AGTTGAGTGGTGTCAGTT (SEQ  ID
NO: 205) NO: 280)
AACUGACACCACUCAACUG (SEQ ID | CAGTTGAGTGGTGTCAGTT (SEQ ID
NO: 206) NO: 281)
AACUGACACCACUCAACUGC (SEQ | GCAGTTGAGTGGTGTCAGTT (SEQ
ID NO: 207) ID NO: 282)
ACUGACACCACUCAACUG (SEQ ID | CAGTTGAGTGGTGTCAGT (SEQ  ID
NO: 208) NO: 283)
ACUGACACCACUCAACUGC (SEQ ID | GCAGTTGAGTGGTGTCAGT (SEQ ID
NO: 209) NO: 284)
ACUGACACCACUCAACUGCC (SEQ | GGCAGTTGAGTGGTGTCAGT (SEQ
ID NO: 210) ID NO: 285)
CUGACACCACUCAACUGC (SEQ ID | GCAGTTGAGTGGTGTCAG (SEQ D
NO: 211) NO: 286)
CUGACACCACUCAACUGCC (SEQ ID | GGCAGTTGAGTGGTGTCAG (SEQ ID
NO: 212) NO: 287)
CUGACACCACUCAACUGCCU (SEQ | AGGCAGTTGAGTGGTGTCAG (SEQ
ID NO: 213) ID NO: 288)
UGACACCACUCAACUGCC (SEQ ID | GGCAGTTGAGTGGTGTCA (SEQ ID
NO: 214) NO: 289)
UGACACCACUCAACUGCCU (SEQ ID | AGGCAGTTGAGTGGTGTCA (SEQ ID
NO: 215) NO: 290)
UGACACCACUCAACUGCCUG (SEQ | CAGGCAGTTGAGTGGTGTCA (SEQ
ID NO: 216) ID NO: 291)

GACACCACUCAACUGCCU (SEQ D
NO: 217)

AGGCAGTTGAGTGGTGTC (SEQ D
NO: 292)

GACACCACUCAACUGCCUG (SEQ ID
NO: 218)

CAGGCAGTTGAGTGGTGTC (SEQ ID
NO: 293)

GACACCACUCAACUGCCUGG (SEQ
ID NO: 219)

CCAGGCAGTTGAGTGGTGTC (SEQ
ID NO: 294)

ACACCACUCAACUGCCUG (SEQ D
NO: 220)

CAGGCAGTTGAGTGGTGT (SEQ ID
NO: 295)

ACACCACUCAACUGCCUGG (SEQ ID
NO: 221)

CCAGGCAGTTGAGTGGTGT (SEQ ID
NO: 296)

ACACCACUCAACUGCCUGGC (SEQ
ID NO: 222)

GCCAGGCAGTTGAGTGGTGT (SEQ
ID NO: 297)

CACCACUCAACUGCCUGGCA (SEQ
ID NO: 223)

TGCCAGGCAGTTGAGTGGTG (SEQ
ID NO: 298)
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GAAAAUGUGGCAUCCAGU (SEQ ID | ACTGGATGCCACATTTTC (SEQ ID
NO: 224) NO: 299)

AAAAUGUGGCAUCCAGUC (SEQ ID | GACTGGATGCCACATTTT (SEQ ID
NO: 225) NO: 300)
GCAUCCAGUCCACUUUACCA (SEQ TGGTAAAGTGGACTGGATGC (SEQ
ID NO: 226) ID NO: 301)
CAUCCAGUCCACUUUACC (SEQ ID | GGTAAAGTGGACTGGATG (SEQ ID
NO: 227) NO: 302)
CAUCCAGUCCACUUUACCA (SEQ ID | TGGTAAAGTGGACTGGATG (SEQ ID
NO: 228) NO: 303)
CAUCCAGUCCACUUUACCAU (SEQ ATGGTAAAGTGGACTGGATG (SEQ
ID NO: 229) ID NO: 304)
AUCCAGUCCACUUUACCA (SEQ ID | TGGTAAAGTGGACTGGAT (SEQ ID
NO: 230) NO: 305)
AUCCAGUCCACUUUACCAU (SEQ ID | ATGGTAAAGTGGACTGGAT (SEQ ID
NO: 231) NO: 306)
AUCCAGUCCACUUUACCAUC (SEQ GATGGTAAAGTGGACTGGAT (SEQ
ID NO: 232) ID NO: 307)
GUUUAAGGAAACCAUCUCUG (SEQ CAGAGATGGTTTCCTTAAAC (SEQ ID
ID NO: 233) NO: 308)
UUUAAGGAAACCAUCUCUGG (SEQ CCAGAGATGGTTTCCTTAAA (SEQ ID
ID NO: 234) NO: 309)
UUAAGGAAACCAUCUCUGG (SEQ ID | CCAGAGATGGTTTCCTTAA (SEQ ID
NO: 235) NO: 310)

UAAGGAAACCAUCUCUGG (SEQ ID | CCAGAGATGGTTTCCTTA (SEQ ID
NO: 236) NO: 311)

Tabela 5. ASOs do Exon 5

Sequéncia alvo (5' > 3) ASO (5’ 2 3"
AUAAGGAUGACUGAGGAAG (SEQ ID | CTTCCTCAGTCATCCTTAT (SEQ ID

NO: 312)

NO: 335)

AUAAGGAUGACUGAGGAAGA (SEQ ID
NO: 313)

TCTTCCTCAGTCATCCTTAT (SEQ ID
NO: 336)

UAAGGAUGACUGAGGAAG (SEQ  ID | CTTCCTCAGTCATCCTTA (SEQ  ID
NO: 314) NO: 337)
UAAGGAUGACUGAGGAAGA (SEQ ID | TCTTCCTCAGTCATCCTTA (SEQ ID

NO: 315)

NO: 338)

UAAGGAUGACUGAGGAAGAG (SEQ ID
NO: 316)

CTCTTCCTCAGTCATCCTTA (SEQ
ID NO: 339)

AAGGAUGACUGAGGAAGA (SEQ  ID | TCTTCCTCAGTCATCCTT (SEQ ID
NO: 317) NO: 340)
AAGGAUGACUGAGGAAGAG (SEQ ID | CTCTTCCTCAGTCATCCTT (SEQ ID

NO: 318)

NO: 341)

AAGGAUGACUGAGGAAGAGU (SEQ ID
NO: 319)

ACTCTTCCTCAGTCATCCTT (SEQ

ID NO: 342)
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AGGAUGACUGAGGAAGAG (SEQ  ID | CTCTTCCTCAGTCATCCT (SEQ  ID
NO: 320) NO: 343)
AGGAUGACUGAGGAAGAGU (SEQ ID | ACTCTTCCTCAGTCATCCT (SEQ ID
NO: 321) NO: 344)
AGGAUGACUGAGGAAGAGUA (SEQ ID | TACTCTTCCTCAGTCATCCT (SEQ
NO: 322) ID NO: 345)
GGAUGACUGAGGAAGAGU (SEQ  ID | ACTCTTCCTCAGTCATCC (SEQ D
NO: 323) NO: 346)
GGAUGACUGAGGAAGAGUA (SEQ ID | TACTCTTCCTCAGTCATCC (SEQ ID
NO: 324) NO: 347)
GGAUGACUGAGGAAGAGUAC (SEQ ID | GTACTCTTCCTCAGTCATCC (SEQ
NO: 325) ID NO: 348)
GAUGACUGAGGAAGAGUA (SEQ  ID | TACTCTTCCTCAGTCATC (SEQ D
NO: 326) NO: 349)
GAUGACUGAGGAAGAGUAC (SEQ ID | GTACTCTTCCTCAGTCATC (SEQ ID
NO: 327) NO: 350)
GAUGACUGAGGAAGAGUACU (SEQ ID | AGTACTCTTCCTCAGTCATC (SEQ
NO: 328) ID NO: 351)
AUGACUGAGGAAGAGUAC (SEQ  ID | GTACTCTTCCTCAGTCAT (SEQ 1D
NO: 329) NO: 352)
AUGACUGAGGAAGAGUACU (SEQ ID | AGTACTCTTCCTCAGTCAT (SEQ ID
NO: 330) NO: 353)
AUGACUGAGGAAGAGUACUC (SEQ ID | GAGTACTCTTCCTCAGTCAT (SEQ
NO: 331) ID NO: 354)
UGACUGAGGAAGAGUACU (SEQ  ID | AGTACTCTTCCTCAGTCA (SEQ D
NO: 332) NO: 355)
UGACUGAGGAAGAGUACUC (SEQ D | GAGTACTCTTCCTCAGTCA (SEQ ID
NO: 333) NO: 356)
UGACUGAGGAAGAGUACUCU (SEQ ID | AGAGTACTCTTCCTCAGTCA (SEQ
NO: 334) ID NO: 357)

[083]0O oligonucleotideo divulgado €& capaz de modular a expressao
de UBES3A paterno, em particular indugao ou regulagao positiva de UBE3A expresso
paternamente em células neuronais. A modulagdo €& conseguida hibridando com
a terminagdo 5’ de UBE3A-AS. Em certas modalidades, o oligonucleotideo aqui
divulgado hibrida com uma sub-sequéncia do acido nucleico alvo da SEQ ID NO: 1
com um AG ° abaixo de -10 kcal, como com um AG ° entre -10 a -60 kcal, como - 12
a -40, como de -15 a -30 kcal ou -16 a -27 kcal, como -18 a -25 kcal.

[084] Em algumas modalidades, os oligonucleotideos divulgados sao capazes

de aumentar a expressdo de UBE3A em pelo menos 20% em comparagao com o nivel
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de expressdo de UBE3A em uma célula neuronal tratada com solugéo salina ou um
oligonucleotideo n&o direcionado, mais preferencialmente em pelo menos 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 80%, 100%, 120%, 150%, 160%, 170%, 180%, 190%,
200%, 210%, 210%, 220%, 230%, 240% ou 250% em comparagdo com o nivel de
expressao de UBE3A em uma célula neuronal tratada com solugdo salina ou um
oligonucleotideo ndo alvo. Em algumas modalidades, os oligonucleotideos divulgados
sédo capazes de diminuir o nivel do transcrito SNHG74 a jusante de SNORD115-
45 em pelo menos 20% em comparagao com o nivel do transcrito SNHG 14 a jusante
de SNORD1115-45 em uma célula neuronal tratada com solugdo salina ou nao -
direcionar o oligonucleotideo, mais preferencialmente em pelo menos 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% ou 95% em comparagdo com o nivel
do transcrito SNHG 74 a jusante do SNORD115-45 em uma célula neuronal tratada
com solugao salina ou um oligonucleotideo nao direcionado.

[085] A modulagao do alvo pelo oligonucleotideo divulgado € desencadeada
por hibridagcdo entre uma sequéncia nucleotidica contigua do oligonucleotideo e o
acido nucleico alvo. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo
divulgado compreende incompatibilidades entre o oligonucleotideo e o acido nucleico
alvo. Apesar das incompatibilidades, a hibridagcdo com o acido nucleico alvo ainda
pode ser suficiente para mostrar uma modulagao desejada da expressao de UBE3A. A
afinidade de ligacdo reduzida resultante de incompatibilidades pode ser
vantajosamente compensada pelo aumento do numero de nucleotideos no
oligonucleotideo e / ou um numero aumentado de nucleosideos modificados capazes
de aumentar a afinidade de ligagdo ao alvo, como nucleosideos modificados de 2',
incluindo LNA, presentes no sequéncia oligonucleotidica.

[086]0O oligonucleotideo antisense divulgado pode ter uma sequéncia
nucleotidica contigua de 10 a 30 nucleotideos de comprimento com pelo menos 90%

de complementagdo, como pelo menos 91%, como pelo menos 92%, como pelo
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menos 92%, como pelo menos 93%, como pelo menos 94 %, como pelo menos 95%,
como pelo menos 96%, como pelo menos 97%, como pelo menos 98%
ou complementaridade de 100% de um dos cinco exons localizados
na terminagéo 5’ de UBE3A-AS aqui divulgado.

[087] Oligonucleotideo desenho se refere para o padrdo de nucleosideos de
acucar modificagcbes na sequéncia de oligonucleotideos. O oligonucleotideo
antisense divulgado compreende nucleosideos modificados por agucar e também
pode compreender DNA, RNA ou nucleosideos de acido nucleico arabino (ANA). Em
algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende nucleosideos modificados por
agucar e nucleosideos de DNA. Em algumas modalidades, o oligonucleotideo
compreende nucleosideos modificados por acucar e nucleosideos de RNA. Em
algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende nucleosideos modificados por
agucar e nucleosideos ANA.

[088]Em algumas modalidades s, o oligonucleotideo compreende pelo
menos 1 nucleosideo modificado, como pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4,
pelo menos 5, pelo menos 6, pelo menos 7, pelo menos 8, pelo menos 9, pelo menos
10, pelo menos 11, pelo menos 12, pelo menos 13, pelo menos 14, pelo menos 15 ou
pelo menos 16 nucleosideos modificados. Em uma modalidade, o oligonucleotideo
compreende de 1 a 10 nucleosideos modificados, como de 2 a 9 nucleosideos
modificados, como de 3 a 8 nucleosideos modificados, como de 4 a 7 nucleosideos
modificados, como 6 ou 7 nucleosideos modificados.

[089] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo compreende pelo menos
uma ligacdo internucleosideo modificada. Em algumas modalidades, as ligagdes
internucleosideos dentro da sequéncia nucleotidica contigua sao ligagdes
internucleosideos fosforotioato ou boranofosfato.

[090]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo antisense divulgado

compreende um ou mais nucleosideos modificados por agucar, tais como
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nucleosideos 2' modificados por agucar. Preferencialmente, os oligonucleotideos
antisense divulgados compreendem um ou mais nucleosideos LNA ou nucleosideo
modificado com acucar 2', em que a posicado 2' é substituida por um substituinte
selecionado independentemente do grupo que consiste em -F; -CF 3 -CN, -N3 -NO, -
NO2, -O- (C1-Cioalquila), -S- (C1-Cigalquila), -NH- (C1-Cioalquila), ou -N (C4-
Cioalquila)z; -O- (C2-Cqoalcenila), -S- (C2-Cioalcenila), -NH (C2-Cioalcenila), ou -N
(C2-Cipalcenila)z ; -O- (C2-Cqpalcinila), -S- (C 2-C 1o alcinila), -NH (C2-Cqp alcinila), -
N (C2-Cqoalcinila)z, -O - (C1-C1p alquileno) -O - (C4-C1p alquila), -O- (C1-C1o alquileno)
-NH- (C1-Cioalquila), -O- (C1-Cioalquileno) -NH (Ci-Cioalquila),, -NH- (C1-
Cioalquileno) -O- (C1-Cqpalquila), e -N (C1-C1oalquila) - (C1-Cioalquileno) -O- (C1 -
Cioalquila).

[091]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo divulgado compreende
pelo menos uma unidade de LNA, tal como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 de Unidades
LNA, tal como de 2 a 6 Unidades LNA, talcomode 3 a 7 Unidades LNA, 4 a 8
unidades LNA ou 3, 4, 5, 6 ou 7 unidades LNA. Em algumas modalidades, todos os
nucleosideos modificados sao nucleosideos de LNA. Em algumas modalidades,
compreende um LNA 2'-4' bi-radical ponte de -L-, em que -L- é -O-CHz-, em que -
CH - é opcionalmente substituido. Em algumas modalidades, compreende um
LNA 2'-4’ bi-radical ponte de -L-, em que -L- é -O-CH 2-. Em algumas modalidades, o
LNA compreende uma ponte biradical 2'-4' de -L-, em que -L- € —O-CH (Et) -. Numa
outra modalidade, o] oligonucleotideo pode compreender tanto beta-D-oxi-
LNA, e um ou mais das seguintes unidades de LNA: tio-LNA, amino-LNA, oxi-LNA, e
/ ou ENA quer na beta-D configuragdes alfa-L ou combinagdes das mesmas. Em
uma modalidade adicional, todas as unidades de citosina LNA s&o 5-metil-
citosina. Em algumas modalidades, a sequéncia oligonucleotidica ou nucleotidica
contigua tem pelo menos 1 unidade LNA na terminagao 5’e pelo menos 2 unidades

LNA na terminagao 3' da sequéncia nucleotidica.
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[092]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo divulgado é capaz de
recrutar RNase H. Em algumas modalidades s, o oligonucleotideo tem um design ou
estrutura mais gapmer, também aqui referido apenas como "Gapmer". Numa
estrutura gapmer, o oligonucleotideo compreende pelo menos trés regides estruturais
distintas, um terminal 5’, um gap e um terminal 3', FGF' na orientagao' 5 -> 3’. Nesse
projeto, as regides flanqueadoras F e F' (também denominadas regides de asa)
compreendem um trecho contiguo de nucleosideos modificados, que séo
complementares ao acido nucleico alvo UBE3A-AS, enquanto a regido gap, G,
compreende um trecho contiguo de nucleotideos que sao capazes de recrutar uma
nuclease, preferencialmente uma endonuclease como RNase, por exemplo, RNase
H, quando o oligonucleotideo estd em duplex com o acido nucleico alvo. Os
nucleosideos que sao capazes de recrutar uma nuclease, em particular a RNase H,
podem ser selecionados do grupo que consiste em DNA, alfa-L-oxi-LNA, 2'-Flouro-
ANA e UNA. As regides F e F', flanqueando as terminagdes 5' e 3'da regido G,
compreendem preferencialmente nucleosideos de recrutamento de ndo nucleases
(nucleosideos com uma estrutura de 3' endo), mais preferencialmente um ou mais
nucleosideos modificados que aumentam a afinidade. Em algumas modalidades, o
terminal 3’ compreende pelo menos um nucleosideo LNA, preferencialmente pelo
menos 2 nucleosideos LNA. Em algumas modalidades, o terminal 5’ compreende pelo
menos um nucleosideo LNA. Em algumas modalidades, as regides de flanqueamento
5 e 3' compreendem um nucleosideo LNA. Em algumas modalidades, todos os
nucleosideos nas regides de flanqueamento sao nucleosideos de LNA. Em outras
modalidades, as regides de flanqueamento podem compreender tanto nucleosideos
de LNA quanto outros nucleosideos (terminais mistos), como nucleosideos de DNA e
/ ou nucleosideos ndo modificados por LNA, como nucleosideos substituidos em
2'. Nesse caso, a lacuna é definida como uma sequéncia contigua de pelo menos 5

nucleosideos de recrutamento de RNase H (nucleosideos com uma estrutura de 2’
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preferencialmente DNA) flanqueados nas terminagbes 5' e 3' por um nucleosideo
modificado para melhorar a afinidade, preferencialmente LNA, tais como beta-D-oxi-
LNA. Consequentemente, os nucleosideos da regidao flanqueadora 5’ e a regiao
flanqueadora 3' que sao adjacentes a regido gap sdo nucleosideos modificados,
preferencialmente nucleosideos que n&o recrutam nucleases. Nos oligonucleotideos
com terminais mistos, onde os terminais compreendem DNA, os nucleosideos 5’ e 3'
séo nucleosideos modificados.

[093]Métodos para fabricar os  oligonucleotideos divulgados  séo
conhecidos. Em alguns casos, o método utiliza a quimica da forforamidita (ver, por
exemplo, Caruthers et al., 1987, Methods in Enzymology vol. 154, paginas 287-
313). Numa outra modalidade, o método compreende ainda a reagdo da sequéncia
nucleotidica contigua com uma fragdo de conjugacao (ligando).

[094]Em algumas modalidades, sao utilizadas metodologias de sintese de
oligonucleotideos que fornecem controle da estereoquimica em uma ou mais ligagoes
internucleosideos modificadas que incluem um atomo quiral. Ver, por
exemplo, WO2010 / 064146, WO2014 / 012081, WO2015 / 107425, WO2016 /
079183, WO2016 / 079181, WO2016 / 096938, WO2017 / 194498 e WO2018 /
177825, que sao incorporados por referéncia para essas metodologias.

[095]Os técnicos no assunto apreciardo que os acidos nucleicos uteis
fornecidos pela presente divulgagdo incluem aqueles que armazenam e / ou
expressam sequéncias de oligonucleotideos aqui descritos. Em algumas
modalidades, esses acidos nucleicos podem ser ou compreender vetores apropriados
para entrega e / ou replicagao e / ou expressdo em uma célula (por exemplo, uma
célula microbiana, por exemplo, para produgéo e / ou uma célula de mamifero, por
exemplo, para tratamento). Os técnicos no assunto estao cientes de uma variedade
de tecnologias (por exemplo, tecnologias de acido nucleico recombinante, como, por

exemplo, que utilizam uma ou mais de amplificagdo, como por reagdo em cadeia da
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polimerase, clivagem como digestido por restricao, ligagdo como por ligagao - seja in
vitro ou in vivo, por exemplo, por reparo de gap, etc.).

[096] Também sao divulgadas composi¢cdes farmacéuticas compreendendo
qualquer um dos oligonucleotideos e / ou conjugados de oligonucleotideos acima
mencionados e um diluente, veiculo, sal e / ou adjuvante farmaceuticamente
aceitavel. Um diluente farmaceuticamente aceitavel inclui solugédo salina tamponada
com fosfato (PBS) e sais farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas néo estdo
limitados a, sais de sédio e potassio. Em algumas modalidades, o diluente é
um liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF).

[097]Os oligonucleotideos divulgados podem ser misturados com
substancias ativas ou inertes farmaceuticamente aceitaveis para a preparagéo de
composigcdes ou formulagdes farmacéuticas. As composicbes e métodos para a
formulagdo de composi¢des farmacéuticas dependem de varios critérios, incluindo,
entre outros, via de administracédo, extensao da doenga ou dose a ser administrada.

[098] Os técnicos no assunto estdo cientes de uma variedade de estratégias
de formulacdo uteis para armazenamento e / ou administracdo de terapéuticas de
acidos nucleicos, tais como terapéuticas de oligonucleotideos. Veja, por exemplo,
Pushpendra et al. "Nucleic Acids as Therapeutics" em From Nucleic Acid Sequences
to Molecular Medicines, ed. Erdmann e Barciszewski, Springer-Verlag, 2012; Juliano
"A Entrega de Oligonucleotideos Terapéuticos" Nuc. Acidos. Res. 44: 6518,
2016; etc.

[099]Em algumas modalidades, o oligonucleotideo é formulado na forma
de um pré-farmaco. Em particular no que diz respeito a conjugados de
oligonucleotideos, a por¢ao de conjugado pode ser clivada de f o oligonucleotideo
uma vez que a pro-droga é entregue no local de agdo, por exemplo, a célula-alvo.

[0100] Também sao divulgados métodos para tratamento ou prevengao

de wuma doenga, compreendendo a administracdo de uma quantidade
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terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um oligonucleotideo, um conjugado de
oligonucleotideo ou uma composi¢cao farmacéutica aqui divulgada a um sujeito que
sofre ou é suscetivel a doenca.

[0101] Também ¢é divulgada autilizagdo dos oligonucleotideos
divulgados para a fabricagdo de um medicamento para o tratamento de um disturbio
como aqui referido, ou para um método de tratamento de um disturbio como aqui
referido.

[0102] As composicdes farmacéuticas divulgadas podem ser
administradas por via topica (como na pele, inalagao, oftalmologia ou ética) ou enteral
(como oralmente ou através do trato gastrointestinal) ou parenteral (como intravenosa,
subcutanea, intramuscular, intracerebral, intracerebroventricular ou
intratecal) administracdo. Em algumas modalidades, as composi¢cées farmacéuticas
divulgadas sao administradas por uma via parenteral, incluindo inje¢ao intravenosa,
intra-arterial, subcutanea, intraperitoneal ou intramuscular ou infusdo, intratecal ou
intracraniana, por exemplo, administracdo intracerebral ou intraventricular. Em
algumas modalidades, o oligonucleotideo € administrado por inje¢ao intracerebral ou
intracerebroventricular. Noutra modalidade, o oligonucleotideo ativo ou o conjugado
de oligonucleotideo é administrado intratecalmente. Em algumas modalidades, a
composigao farmacéutica € administrada por injecao intracisterna de magna.

[0103] Em algumas modalidades, a terapia de EA com composi¢des
farmacéuticas aqui descritas € administrada a individuos que sofrem ou sé&o
suscetiveis a EA. Em algumas modalidades, um individuo foi determinado como tendo
uma caracteristica genética associada a um defeito em um gene UBE3A materno. Em
algumas modalidades, uma caracteristica genética associada ao AS é ou compreende
uma exclusdo materna. Em algumas modalidades, uma caracteristica genética
associada ao AS é ou compreende disomia uniparental. Em algumas modalidades,

uma caracteristica genética associada ao AS ¢é ou compreende
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uma mutagdo UBE3A. Em algumas modalidades, uma caracteristica genética
associada ao AS é ou compreende um defeito de impressao.

[0104] Em algumas modalidades, um individuo foi determinado como
tendo uma ou mais histérico de desenvolvimento e / ou caracteristicas de descoberta
laboratorial que foram associadas ao EA, como, por exemplo, um ou mais de:

(i) histéria normal de pré-natal e nascimento com perimetro cefalico normal e
auséncia de defeitos congénitos graves;

(ii) dificuldades de alimentag&o no recém-nascido e / ou na infancia;

(iii) atraso no desenvolvimento evidente entre 6 e 12 meses de idade, algumas
vezes associado ao hipoténio truncal;

(iv) movimentos instaveis dos membros e / ou aumento do sorriso;

(v) progressao atrasada mas avangada do desenvolvimento (sem perda de
habilidades);

(vi) perfis laboratoriais metabdlicos, hematoldgicos e quimicos normais;

(vii) cérebro estruturalmente normal quando avaliado por ressonancia
magnética ou tomografia computadorizada (pode apresentar leve atrofia cortical ou
dismielinizacdo).

[0105] Alternativa ou adicionalmente, em algumas modalidades, um
individuo foi determinado para exibir um ou mais recursos clinicos que estao
consistentemente associados ao SA, como, por exemplo, um ou mais de:

(i) atraso no desenvolvimento, funcionalmente grave;

(i) disturbio do movimento ou do equilibrio, geralmente ataxia da marcha e /
ou movimento trémulo dos membros. Em algumas modalidades, esse disturbio de
movimento pode ser leve. Em algumas modalidades, esse disturbio de
movimento pode ndo aparecer como ataxia franca, mas pode ser ou envolver, por
exemplo, oscilagbes para a frente, instabilidade, falta de jeito ou movimentos bruscos

e rapidos;

Peti¢&io 870200058879, de 12/05/2020, pag. 210/290



45792

(iii) singularidade comportamental: qualquer combinagao de risadas / sorrisos
frequentes; aparente comportamento feliz; personalidade facilmente excitavel,
geralmente com movimentos agitados ou agitando as maos; comportamento
hipermotor;

(iv) comprometimento da visdo, como por exemplo, uso ausente ou minimo
de palavras; alternativamente ou adicionalmente, habilidades de comunicagao
receptivas e ndo verbais superiores as verbais.

[0106] Alternativa ou adicionalmente, em algumas modalidades, um
individuo foi determinado para exibir um ou mais recursos clinicos que sao
frequentemente (por exemplo, cerca de 80% do tempo) associados ao AS, como, por
exemplo, um ou mais dos seguintes:

(i) retardou o crescimento desproporcional da circunferéncia da cabeca,
geralmente resultando em microcefalia (€2 DP do OFC normal) aos 2 anos de
idade. Em algumas modalidades, a micrococefalia € mais pronunciada naquelas com
delecgdes 15q11.2-q13;

(ii) convulsdes, inicio geralmente < 3 anos.de idade. Em algumas
modalidades, agravidade da convulsdo pode diminuir com a idade,
mas independentemente, em algumas modalidades, o disturbio convulsivo dura por
toda a vida adulta;

(iv) um EEG anormal, com um padrdo caracteristico, como € conhecido na
técnica. Em algumas modalidades, as anormalidades no EEG podem ocorrer nos
primeiros 2 anos de vida e podem preceder as caracteristicas clinicas,
e podem néo estar correlacionadas aos eventos de crises clinicas.

[0107] Alternativamente ou adicionalmente, em algumas modalidades,
um individuo foi determinado para exibir um ou mais recursos clinicos que as vezes
(por exemplo, cerca de 20 a 80% do tempo) estdo associados ao AS, como, por

exemplo, um ou mais dos seguintes:
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(i) em lat occiput

(ii) sulco cipital

iii) lingua rotativa

iv) empuxo de lingua; disturbios da succao / degluticao

v) problemas de crescimento e / ou hipotonia truncal durante a infancia

vi) prognatia

(
(
(
(vii) boca com dentes largos e espagados
(viii) baba presente
(ix) comportamentos excessivos de mastigacdo / boca
(x) estrabismo
(xi) pele pigmentada, cabelos claros e cor dos olhos, em algumas
modalidades determinadas em comparacdo com a familia e tipicamente vistas
apenas em casos de exclusao

(xii) reflexos hiperativos do tendao profundo dos membros inferiores

(xiii) posicéo dobrada e flexionada do brago, especialmente durante a
deambulagao

(xiv) marcha baseada em ide com tornozelos pronados ou posicionados em
valgo

(xv) aumento da sensibilidade ao calor

(xvi) ciclos de vigilia anormal do sono e menor necessidade de sono

(xvii) uma atragéo / fascinio pela agua; fascinio por itens enrugados, como
certos papéis e plasticos

(xviii) comportamentos alimentares anormais

(xix) obesidade (na crianga mais velha)
(xx) escoliose
(

xxi) constipagao
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[0108] Em algumas modalidades, um regime terapéutico para o
tratamento de AS com um a&acido nucleico terapéutico (por exemplo, um
oligonucleotideo terapéutico como um ASO), conforme descrito neste documento, é
ou compreende a administracdo de uma ou mais doses de uma composicao
farmacéutica que compreende e / ou fornece um oligonucleotideo como aqui descrito.

[0109] Em algumas modalidades, um sujeito a quem um regime
terapéutico fornecido € administrado esta recebendo ou recebeu uma ou mais outras
terapéuticas com AS, incluindo, por exemplo, uma ou mais outras terapéuticas com
acidos nucleicos (por exemplo, um ou mais outros oligonucleotideos que tém como
alvo UBE3A-AS) Ver, por  exemplo, W02014004572A3, US9617539B2,
US20170362592A1 e EP2864479B1.

[0110] Em algumas modalidades, um sujeito a quem um regime
terapéutico fornecido € administrado sofreu ou esta sofrendo de uma ou mais
convulsbes e / ou estd recebendo ou recebeu terapia anti-convulsdo. Por
exemplo. Em algumas modalidades, um sujeito pode ter recebido ou estar recebendo
um ou mais de acido valproico, clonazepam, fenobarbital, topiramato, carbamazepina,
lamotrigina, niveltiracetam, fenitoina, zonisamida, etossuxaminde, gabapentina,
felbatame, oxcarbazepina, tranxam, ACabal, nitraz, mysoline, vigabatrin, etc. Em
algumas modalidades particulares, um sujeito pode ter recebido ou estar recebendo
um ou mais de acido valproico, clonazepam, fenobarbital, topiramato, carbamazepina,
lamotrigina e / ou levetiracetam.

[0111] Alternativa ou adicionalmente, em algumas modalidades, um
sujeito pode ter recebido ou estar recebendo terapia dietética, como, por exemplo,
uma dieta cetogénica, terapia de baixo indice glicémico, etc.

[0112] Ainda mais, alternativamente ou adicionalmente, em algumas
modalidades, um sujeito pode ter recebido ou estar recebendo tratamento com um

estimulador de nervo vagal.
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[0113] Como sera evidente para os versados na técnica que leem a
presente divulgacéo, os métodos de tratamento fornecidos envolvem a administragao
de um ou ambos de um oligonucleotideo, conforme descrito aqui e uma terapia
adicional (por exemplo, um oligonucleotideo alternativo e / ou terapia antiepilética e /
ou uma ou mais outras intervengdes terapéuticas), para que o sujeito receba terapia
combinada (por exemplo, seja exposto a ela simultaneamente, por exemplo, por
sobreposicdo de dosagem etc.). Também é divulgada a utilizagao
de um oligonucleotideo aqui divulgado para a fabricagdo de um medicamento em que
o medicamento esta em uma forma de dosagem para administragao intratecal.

[0114] Também ¢é divulgada a utilizagdo de um oligonucleotideo aqui
divulgado para a fabricagdo de um medicamento em que o medicamento esta em uma
forma de dosagem para administracao intracerebral ou intraventricular.

[0115] Também ¢é divulgada a utilizacdo de um oligonucleotideo aqui
divulgado para a fabricagdo de um medicamento em que o medicamento esta em uma
forma de dosagem para administragao intracerebroventricular.

[0116] Em algumas modalidades, o oligonucleotideo divulgado neste
documento € para uso em um tratamento combinado com outro agente terapéutico. O
agente terapéutico pode por exemplo ser medicagéo anticonvulsivante.

[0117] Um numero de modalidades da invengao foi descrito. No entanto,
sera entendido que varias modificagcbes podem ser feitas sem se afastar do espirito e
escopo da invengdo. Por conseguinte, outras modalidades estdo dentro do escopo
das reivindicagbes a seguir.

EXEMPLOS

Exemplo 1:

Resultados

[0118] A analise de sequenciacdo de RNA do CNS de camundongo e

humano identificou uma regidao que se acredita ser importante para a estabilidade e /
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ou transcricdo de UBE3A-AS. Analises adicionais da regido mostraram baixos niveis
de conservacao de sequéncia entre camundongo e humano (Figura s 1A-1D).

[0119] Com base nessas descobertas, os ASOs especificos de
camundongos foram projetados para atingir uma regido especifica no transcrito
Ube3a-AS t (Tabela 6 e Figura 2 A). Para testar se os ASOs que atingem esta regido
reativam a expressao do alelo Ube3a paterno, culturas neuronais do hipocampo
primario foram geradas a partir do modelo de rato reporter Ube3aYFP (Ube3a +/ YFP;
Figura 2B) e tratadas aos 7 dias in vitro (DIV) com um ASO de controle [ASO-C (10
MM, n = 3)], trés ASOs segmentagdao UBE3A-AS [ASO-1,1, ASO-1,2, ASO-3.1 (1 uM,
5uM,e15uM, n=3)], e ASO-B (1uM, 5 y M, e 15 uM, n = 3)]. Como controle
positivo, os neurdnios também foram tratados com Topotecan [Topo (300 nM, n = 3)]
e um controle negativo do veiculo [Veh (1%, n = 3); Figura 2C]. Trés dias apds o
tratamento (10 DIV), a imagem imunofluorescente foi usada para quantificar os niveis
de proteina Ube3aYFP paterna em células individuais. Comparado
aos controles (ASO-C e Veh), cada tratamento aumentou substancialmente os niveis
de proteina paterna de Ube3aYFP, com niveis semelhantes alcangados
nos tratamentos ASO-1.1 (15 uM), ASO-3.1 (15 uM) e topotecano (Figuras 2D e 2E).

[0120] Os ASOs especificos para humanos foram entéo projetados para
atingir essa regido, que incluia quatro ASOs direcionados para regides nao
polimorficas em humanos e regides conservadas (100%) com macacos (Rhesus e
Cynomolgus) (Tabela 7 e Figura 3A). As células precursoras neurais de células-tronco
pluripotentes  induzidas por  humanos  (iPSC) foram diferenciadas
em neurdnios GABAérgicos por 14 DIV e, em seguida, tratadas com um controle ASO
[ASO-C (10 uM, n = 3)], topotecano [Topo (1 uM, n = 2)] e seis ASOs direcionados
para UBE3A-AS [ASO-1, ASO-2, ASO-3, ASO-4, ASO-5 e ASO-6 (10uM, n =
3)]. Além disso, foi incluido um ASO direcionado a uma regido intrbnica a jusante

do SNORD109B (ASO-7). Seis dias ap6s o tratamento (20 DIV), o RNA foi isolado dos
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neurénios e os niveis de RNA no estado estacionario de UBE3A-
AS e UBE3A foram estimados em relagdo ao tratamento controle (Figura 3B). Com
excecdo do ASO-7, cada ASO diminuiu significativamente os niveis de RNA
do UBE3A-AS, com o ASO-2 e o ASO-4 tendo o maior efeito (Tabela 8 e Figura
3C). Os niveis de RNA do UBE3A também aumentaram apds o tratamento com cada
ASO (Figura 3D).

[0121] A poténcia do ASO-4 foi ainda examinada devido ao seu efeito
nos niveis de RNA do UBE3A-AS. Os neurdnios derivados do iPSC GABAérgicos
foram tratados aos 14 DIV com uma curva de resposta da dose de 10 pontos 'z log
de ASO-4 e Topotecan, como controle positivo e para comparagdes entre o tratamento
[1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM e 30 pM (ASO-4, n
= 6; Topotecano, n = 2)]. Aos 20 DIV, os niveis de RNA no estado estacionario
de UBE3A-AS foram medidos e as curvas de resposta a dose ajustadas para estimar
o ICsoe E ma(isto &, inibicdo maxima  de UBE3A-AS) (Tabela 9 e Figura
4 A). As curvas de resposta a dose de ASO-4 e Topotecan foram significativamente
diferentes (teste de paralelismo: Fi3.145y= 11, 2, p <0,0001), portanto, as poténcias
relativas ndo foram estimadas. Um teste de equivaléncia indicado que a ICspe
Emax de ASO-4 e topotecano nao foram equivalentes [ASO-4 /
Topotecano ICsorelagédo: = 1,2 (limite de confianga inferior = 1,1; confianga Limite
superior = 1,3) ; Razdo Emax = -4,1 (Limite inferior de confianga = -12,9; Limite
superior de confianca = 4,8) ].

[0122] O efeito sdo ASO-4 e topotecano foram depois examinadas
no SNORD116, IPW, SNORD115, e SNORD109A ARN, que estdo localizados a
montante da regido alvo a ASO-4 (ver Figura 1A). Com exceg¢ado do SNORD116,
0 ASO-4 teve um efeito significativo nos niveis de RNA
de IPW, SNORD115e SNORD109A / B, mas nao de maneira dependente da

dose. Em contraste, o Topotecano teve um efeito significativo nos niveis de
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RNA SNORD116, IPW, SNORD115e SNORD109A / B, dependentes da
dose (Tabela 10 e Figuras 4B-4 E). Tanto o ASO-4 quanto o topotecano aumentaram
os niveis totais de RNA UBES3A de maneira dependente da dose, exceto o topotecano
em concentra¢des mais altas (3 uM, 10 uM e 30 uM ; Figura 4 F).

[0123] A poténcia do ASO-4 foi examinada em neurdnios derivados de
iPSC em um momento posterior na diferenciagdo. GABAérgica neurbnios iPSC
derivados foram tratados em 59 DIV com um controle ASO [ASO-C, 10 uM (n =3)] e
ASO-4 [1 pM, 5 uM, e 10 uM (n = 3)], e os niveis de RNA no estado estacionario
de UBE3A-AS e UBE3A foram medidos como descrito acima (Figura 4G). Ao
contrario dos neurdnios tratados com ASO-4 em um momento anterior, os niveis de
RNA de UBE3A e UBE3A-AS eram altamente inversamente
correlacionados (Figuras 4H e 41). Por exemplo, o efeito de ASO-4 (10 u M)
em UBE3A-AS niveis de ARN foi semelhante entre os neurdnios tratados com 14 e
59 DIV [20 DIV: UBE3A-AS: | 87% (95% de intervalos de confianga (IC): 80 a
95%); 65 DIV: 4 81% (IC 95%: 74 a 88%)], enquanto o efeito do ASO-4 nos niveis de
RNA UBES3A foi substancialmente maior nos neurbnios tratados em 59 DIV [20
DIV: T 30% (IC 95%: 16 a 44%); 65 DIV: T 86% (IC 95%: 59% a 113%)].

[0124] ASOs adicionais visando a terminagédo 5’ de UBE3A-AS foram
entdo projetados para otimizar as sequéncias alvo de ASO-4 (ASO-4.1, ASO-4.2,
ASO-4.3 e ASO-4.4), bem como duas outras regides de destino, ASO-3 (ASO-3.1 e
ASO-3.2) e ASO-6 (ASO-6.1) (Tabela 11). Além disso, o ASO-4 foi fabricado em
dois fornecedores diferentes para fins comparativos (ASO-4.S, Sigma; ASO-4.l,
Integrated DNA Technologies). Neurbnios derivados de iPSC humanos
(GABAérgicos) foram tratados a 14 DIV com uma curva de dose de 5 pontos "z log de
ASO-3.1, ASO-3. 2, ASO-4.S, ASO-4.I, ASO-4,1, 4,2-ASO, ASO-4,3, 4,4-ASO, e
ASO-6.1 [30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uy M (n = 6)]. Aos 20 DIV, a ICspe E maxde cada

ASO foi estimado como descrito acima (Figura 5 A - B e Tabela 12). As curvas de
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resposta a dose foram semelhantes entre os ASOs (teste de paralelismo: F16513) =
1,6,p= 0,06), com ASO-4 e ASO-6.1 com a maior poténcia relativa
(Tabela 13). Nao foi observada diferencga significativa entre ASO-4.S e ASO-4.1.

[0125] A poténcia do ASO-4 e do ASO-6.1 foi examinada em neurdnios
derivados de iPSCem um momento posterior na diferenciacdo. Os neurbnios
derivados do iPSC GABAérgicos foram tratados a 29 DIV com uma curva de resposta
a dose de 10 pontos Yz log de ASO-4 e ASO-6.1 [1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM,
300 nM, 1 pM, 3 uM, 10 uM e 30 uM (n = 3)]. Aos 35 DIV, a IC 5o € E maxde cada ASO
foi estimado como descrito acima (Figura 5 CD e Tabela 14). As curvas de resposta
a dose de ASO-4 e ASO-6.1 ndo foram semelhantes (teste de paralelismo: Fz.172) =
22,7, p<0,0001). Um teste de equivaléncia indicado que ASO-4 e ASO-6,1
tinha poténcias equivalentes, mas diferente de valores de Emax [ ASO-6.1 / ASO-4
relagao: 1Cso= 1,03 (limite de confianga inferior = 1,0; limite de confianga superior =
1,1); Emax= -1,3 (Limite inferior de confianga = -2,6; Limite superior de confianga = -
0,08)], com o ASO-6.1 tendo a maior inibicdo dos niveis de UBE3A-AS. O efeito
de ASO-4 e ASO-6.1 nos niveis de RNA UBE3A foi semelhante, com cada tratamento
aumentando os niveis de RNA de maneira dependente da dose (Figura 5D).

[0126] ASO-4 e ASO-6.1 também foram examinados
em neurdnios glutamatérgicos derivados de iPSC. Os neurbnios glutamatérgicos
derivados de iPSC foram tratados a 14 DIV com uma curva de resposta a dose de 10
pontos 2 log de ASO-4 e ASO-6.1 [1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM,
3 UM, 10 uM e 30 uM (n = 3)]. Aos 20 DIV, a ICspe Emaxde cada ASO foi estimado
como descrito acima (Figura 5 E-F e Tabela 15). As curvas de resposta a dose de
ASO-4 e ASO-6.1 foram semelhantes e nao significativamente diferentes (teste de
paralelismo: Fz.165y= 1,9, p = 0,1), com o ASO-6.1 tendo a maior poténcia relativa
(Tabela 16). Como esperado, ASO-4 e ASO-6.1 aumentaram os niveis de RNA

de UBE3A de maneira dependente da dose (Figura 5F); no entanto, ndo havia um alto
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grau de variagédo de cada concentragédo que nao foi atribuivel a um tratamento (R?=
0,17).

Conclusdes

[0127] No sentido de desenvolver uma terapia para AS, foram realizadas
experiéncias para determinar se os ASOs direcionados a uma regido especifica
inibem Ube3a-AS /| UBE3A-AS e reativam a expressdo do alelo paterno
Ube3a | UBE3A em neurdnios de camundongos e humanos. No total, as descobertas
mostram que os ASOs direcionados a essa regiao em neurdnios de camundongos e
humanos tém atividade antisense potente e impressao inversa de Ube3a / UBE3A.

[0128] Dois dos trés ASOs (ASO-1.1 e ASO-3.1) visando a expresséo
reativada de Ube3a-AS do alelo paterno de Ube3a nos neurdnios de camundongos a
um nivel semelhante ao alcangado pela concentragao ideal de Topotecano (300 nM).

[0129] Da mesma forma, cada um dos ASOs especificos para humanos
reduziu significativamente os niveis de RNA no estado estacionario de UBE3A-AS em
neurdnios humanos derivados de iPSC, com maiores concentracbes de ASO-4 e
ASO-6.1, abolindo quase completamente a expressao de UBE3A-AS. Dado que o
ASO-4 e o ASO-6.1 tém como alvo regides 100% conservadas entre humanos e
macacos, a eficacia desses ASOs pode ser examinadain vivoem macacos
Cynomolgus ou Rhesus. Diferentemente do Topotecano, o ASO-4 tem um pequeno
efeito, se houver, nos RNAs SNORD116, IPW, SNORD115 ou SNORD109A / B
upstream, consistente com a nog¢do de que o ASO termina a transcricdo na regiao
alvo ou a jusante.

[0130] Baixas concentragdes (3 nM) de ASO-4 e ASO-6.1 reduziram
significativamente os niveis de RNA de UBE3A-AS ; no entanto, concentragdes mais
elevadas (=100 nm) de ASO foram necessarias para aumentar UBE3A niveis de
ARN. Isso pode refletir um certo limite necessario para o UBE3A-AS inibir a

transcricdo do UBE3A, ou um atraso entre o tempo em que a inativagdo do UBE3A-
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AS leva a reativagcdo do UBE3A paterno ou a sensibilidade do ensaio usado para
quantificar os niveis de RNA do UBE3A.

[0131] Coletivamente, as descobertas sugerem que os ASOs que visam
uma regido candidata no UBE3A-AS abolem quase completamente a impressao
do UBES3A nos neurdnios e revelam pelo menos dois ASOs para desenvolvimento
clinico futuro.

[0132] Derivados de ASO-4 e ASO-6.1 que sao compostos de diferentes

modificagdes de RNA [2'-hidroximetil (2'-OMe), 2'-metoxi-etil 2'-MOE e acido nucleico

blogueado (LNA)] e backbones [phosphorothioate (PS) e fosfodiéster
(PO)] também foram projetados (Tabela 17).
Tabela 6. Oligonucleotideos Ube3a-AS de camundongo
RNA DNA .
ASO RNA ~ | Espinha | Espinha Prolje'to Sequéncia ID SEQ
Modificagao (5'-3"
dorsal dorsal
CO*CO*AOC*GO*|SEQID
_ O* * 4k 4 * L .
ASO-\ 2oMe | Ps | Ps |5105|C LCTtTtTgTtIEINOI3S8
B g*gr*a*t*A
UO*CO*AO*U©°
CO*CO*AC*CO*|SEQID
_ O* ¢ % 4 % ¢4 % * * .
ASO 2_OMe PS PS 5.10-5 f\ *t *t :f c* cof NO: 359
1.1 c*t*c*a*U
GO*GO*AO*AP©
GO*AC*GO*UO*|SEQID
_ O*x 4 %4 %4 % * * .
ASO 2-OMe PS PS 5-10-5 53 ; t *t t* g* c oi NO: 360
1.2 a*a*c*c*A
AO*AO*GO*UO
Uo*Go*uo*Uuo*|SEQID
ASO- . UO*c*t*t*t*g*g | NO: 361
3 1 2'-OMe PS PS 5-10-5 strgra*t*yor
COo*yUo°*Go*C©o
Letra maiuscula, RNA; letra minuscula, DNA; O, 2'-OMe; PS & *, fosforotioato

Tabela 7. Oligonucleotideos UBE3A-AS humanos
RNA DNA .
Aso |, BA | Espinha | Espinha Fzg?]g.t)o Sequéncia ID SEQ
¢ dorsal | dorsal
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Uo* AO*
GO* AO*
GO*g*t*
?so- 2-OMe PS Ps | 5-10-5 99?03C% SEQ ID NO: 362
a * GO*
GO* Cox
AO*CO
Go* yo~
AO* (O
UC*c*t*t
2‘30' 2-OMe PS Ps | 5-10-5 *Z*Cgft‘j SEQ ID NO: 363
CO* AO*
Uo* Co*
CO
Uo* Go*
Uo* Co*
AO*g*t*t
ASO-| 2.oMe | Ps ps |[5105|,' 2 ¢l sEQID NO: 364
3¢€C c*c*t
GO* AO*
AO* CO*
AO
Uo* AO*
GO* AO*
Ao*t*g*
1207 | 2-ome PS Ps | 510-5 |9 £ 2% sEQID NO: 365
*CO*UO*
Uo* GO*
GO
Go* yo~
Uo* o=
UC*c*t*t
ASO- | 5 oMe PS Ps |510-5].¢.¢ "¢l sEQIDNO: 366
5¢C c*a*c
AO* GO*
Uo* Co*
UO
co+ yor
GO* GO+
UO*g*t*
ASO-1 2.ome | Ps PS | 5105 |S 2 2" ¢/ sEQID NO: 367
6C a*a*g
c * Ccox
AO* AO*
AO*GO

Peti¢&io 870200058879, de 12/05/2020, pag. 221/290




56 /92

Abreviacdes: © conservadas com macacos e ndo polimorficas; letra mailscula,
nucleotideo de RNA; letra minuscula, nucleotideo de DNA; © 2'-OMe; PS & *,
fosforotioato

Tabela 8. Analise de ASOs humanos nos niveis de RNA UBE3A-AS e UBE3A
UBE3A-AS
ASO 1 ASO 2 Diferenca IC inferior IC superior Adj. P
ASO-C ASO-2 0,89 0,82 0,97 <.0001
ASO-R ASO-2 0,87 0,80 0,95 <.0001
ASO-C ASO-4 0,87 0,80 0,95 <.0001
ASO-R ASO-4 0,85 0,78 0,93 <.0001
ASO-C ASO-6 0,83 0,75 0,90 <.0001
ASO-R ASO-6 0,81 0,74 0,89 <.0001
ASO-C ASO-3 0,79 0,71 0,86 <.0001
ASO-R ASO-3 0,77 0,70 0,85 <.0001
ASO-C ASO-5 0,71 0,63 0,78 <.0001
ASO-R ASO-5 0,69 0,62 0,77 <.0001
ASO-C Topo 0,66 0,59 0,73 <.0001
ASO-R Topo 0,64 0,57 0,72 <.0001
ASO-C ASO-1 0,51 0,43 0,58 <.0001
ASO-R ASO-1 0,49 0,41 0,56 <.0001
ASO-1 ASO-2 0,38 0,31 0,46 <.0001
ASO-1 ASO-4 0,36 0,29 0,44 <.0001
ASO-1 ASO-6 0,32 0,25 0,40 <.0001
ASO-1 ASO-3 0,28 0,21 0,36 <.0001
Topo ASO-2 0,23 0,16 0,31 <.0001
Topo ASO-4 0,21 0,14 0,29 <.0001
ASO-1 ASO-5 0,20 0,13 0,28 <.0001
ASO-5 ASO-2 0,18 0,11 0,26 <.0001
Topo ASO-6 0,17 0,10 0,24 0,0002
ASO-5 ASO-4 0,16 0,09 0,24 0,0003
ASO-1 Topo 0,15 0,08 0,23 0,0004
Topo ASO-3 0,13 0,06 0,20 0,0018
ASO-5 ASO-6 0,12 0,04 0,20 0,0035
ASO-3 ASO-2 0,10 0,03 0,18 0,0111
ASO-3 ASO-4 0,08 0,01 0,16 0,0360
ASO-5 ASO-3 0,08 0,00 0,15 0,0381
ASO-6 ASO-2 0,06 -0,01 0,14 0,11
Topo ASO-5 0,05 -0,02 0,13 0,18
ASO-6 ASO-4 0,04 -0,03 0,12 0,27
ASO-3 ASO-6 0,04 -0,03 0,12 0,28
ASO-4 ASO-2 0,02 -0,06 0,09 0,58
ASO-C ASO-R 0,02 -0,06 0,09 0,64
UBE3A
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ASO 1 ASO 2 Diferenca IC inferior IC superior Adj. P
ASO-4 ASO-C 0,30 0,16 0,44 0,0004
ASO-4 ASO-R 0,29 0,14 0,45 0,001
ASO-2 ASO-C 0,21 0,09 0,34 0,002
ASO-2 ASO-R 0,21 0,07 0,35 0,006
ASO-1 ASO-C 0,18 0,06 0,31 0,007
Topo ASO-C 0,18 0,04 0,32 0,01
ASO-1 ASO-R 0,18 0,04 0,32 0,02
Topo ASO-R 0,18 0,03 0,33 0,02
ASO-4 ASO-3 0,17 0,03 0,31 0,02
ASO-5 ASO-C 0,16 0,04 0,29 0,01
ASO-6 ASO-C 0,16 0,04 0,29 0,01
ASO-5 ASO-R 0,16 0,02 0,30 0,03
ASO-6 ASO-R 0,16 0,02 0,30 0,03
ASO-4 ASO-6 0,13 -0,007 0,27 0,06
ASO-4 ASO-5 0,13 -0,007 0,27 0,06
ASO-3 ASO-C 0,13 0,00 0,26 0,04
ASO-3 ASO-R 0,13 -0,015 0,27 0,08
ASO-4 Topo 0,11 -0,04 0,27 0,1
ASO-4 ASO-1 0,11 -0,03 0,25 0,1
ASO-2 ASO-3 0,08 -0,04 0,21 0,2
ASO-4 ASO-2 0,08 -0,06 0,22 0,2
ASO-1 ASO-3 0,05 -0,07 0,18 0,4
Topo ASO-3 0,05 -0,09 0,19 0,4
ASO-2 ASO-6 0,05 -0,08 0,18 0,4
ASO-2 ASO-5 0,05 -0,08 0,17 0,4
ASO-5 ASO-3 0,03 -0,09 0,16 0,6
ASO-6 ASO-3 0,03 -0,09 0,16 0,6
ASO-2 Topo 0,03 -0,1 0,17 0,7
ASO-2 ASO-1 0,03 -0,01 0,16 0,6
ASO-1 ASO-6 0,02 -0,1 0,15 0,7
Topo ASO-6 0,02 -0,1 0,16 0,8
ASO-1 ASO-5 0,02 -0,1 0,15 0,7
Topo ASO-5 0,02 -0,1 0,16 0,8
ASO-R ASO-C 0,00 -0,1 0,14 0,9
ASO-5 ASO-6 0,00 -0,1 0,13 0,9
ASO-1 Topo 0,00 -0,1 0,14 1,00

Abreviagbes: ASO-C, ASO-control; Topo, Topotecano; Ajustado; IC, intervalo de
confianca de 95%

Tabela 9. IC s0e E maxde ASO-4 e Topotecano

Tratament
o

Estimativa
do IC 50 (M

)

IC 501C95%

(M)

E max Estimativ
a

E max 1C95
%

30 y M
(média
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AS O-4 6.13E-07 | 3,47E | 1.08E | -0,06 -0,23 10,10 | 0,09
-07 -06

Topo 3.37E-08 1,85E | 6.14E | 0,26 0,20 { 0,32 | 0,21
-08 -08

Estimativas de parametros de modelo completo a partir do modelo de regressao
logistica de 4 parametros (Hill). IC 50 e os intervalos de confianga representam a
concentragado molar. E max 30 uM e os valores representam normalizados UBE3A-
AS niveis de RNA em relagdo ao veiculo.

Tabela 10. Analise do ASO-4 e do Topotecano nos niveis de
RNA UBE3A, SNORD116, SNORD115, SNORD109A /B e IPW

Tratamento RNA DF DFDen | Relacéo F FDR
UBE3A 9 108 16,5 <0,0001
SNORD109A /B 9 104,9 2.6 0,01
ASO-4 SNORD115 9 108 4.0 0,0002
SNORD116 9 108 1,74 0,09
IPW 9 108 4.1 0,0002
UBES3A 9 29 5.6 0,0002
SNORD109A /B 9 29 28,2 <0,0001
Topotecano SNORD115 9 29 4,60 0,001
SNORD116 9 29 7,12 <0,0001
IPW 9 29 49,8 <0,0001

Regressao linear de minimos quadrados. Abreviagbes: DF, graus de
liberdade; DFDen, graus de densidade de liberdade

Tabela 11. Oligonucleotideos anti -sentido humanos UBE3A-AS otimizados

RNA RNA DNA

Modificagao | ESPinha | Espinha
dorsal dorsal

Projeto

ASO (5.3

Sequéncia ID SEQ

GO* uor
UC*GO*a
ASO_ *g*t*g*g
31°C 2'-OMe PS PS 4-10-5 | *t*g*t*c | SEQ ID NO: 368
. *a*GO*
uex yor
ue*co

UO* UO*
GO*AO*g
ASO-| Lo e et .
392C -OMe PS PS 4-10-4 *g Eﬁoi SEQ ID NO: 369
Ug* Uox
CO
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2'-OMe

PS

PS

4-10-4

co*x yor
GO*GO*t
*g*t*C*a
*a*c*a*
a*g*CO*
CO* AO*
AO

SEQ ID NO: 370

2'-OMe

PS

PS

5-10-5

AO* UO*
AO* GO*
AC*a*t*
g*g*c*a
*c*a*t*c
*UO*CO*
uo* uor
GO

SEQ ID NO: 371

ASO-
4.2¢

2'-OMe

PS

PS

4-10-5

AO* GO*
AO* AO* ¢
*g*g*c*
a*c*a*t*
C*t*CO*
uo* uo*
GO*G©°

SEQ ID NO: 372

ASO-
43¢

2'-OMe

PS

PS

4-10-5

UO* AO*
GO*AC*a
*t*g*g*c
*a*c*a*t
* c * UO*
cox yor
Uo*Go

SEQ ID NO: 373

ASO-
4.4C

2'-OMe

PS

PS

4-10-4

AC* GO*
AOC* AO* ¢
*g*g*c*
a*c*a*t*
c*t*Cox
uo* yo=
GO

SEQ ID NO: 374

€. conservado com macaque e ndo polimorfico; letra mailscula, nucleotideo de
RNA; letra minuscula, nucleotideo de DNA; O, 2'-OMe; PS & *, fosforotioato

Tabela 12. IC 5o e E maxde Optimized ASO sequéncias alvo
Grupo Estimativa IC 501C95% (M) 3 g M (média)
do IC 50
6.1 5.20E-07 3.33E-07 8.11E-07 0,23
4.0 1.06E-06 9.31E-07 1.21E-06 0,29
4.2 1.08E-06 8.62E-07 1.35E-06 0,31
3.2. 1.88E-06 1.39E-06 2.56E-06 0,44
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4.3. 2.03E-06 1.67E-06 2,47E-06 0,40
4.4. 2.11E-06 1,73E-06 2.59E-06 0,44
4.1 2.27E-06 1,92E-06 2,68E-06 0,42
3.1. 2.98E-06 2.45E-06 3,62E-06 0,51

Estimativas de parametros de modelo completo a partir do modelo de regressao
logistica de 3 parametros. IC 50 € 0s intervalos de confianga representam a
concentragao molar. E max (3 uM) valores representam normalizados UBE3A-
AS niveis de RNA em relagao ao veiculo.

Tabela 13. Poténcia relativa de ASOs otimizados

ASO IC 50 (M) Poténcia relativa Erro padrdo
ASO 3.1 2,81 E -06 0,53 0,059
ASO 3.2 1,85 E -06 0,81 0,086
ASO 4.1 2,25 E -06 0,66 0,072
ASO 4.2 1,24 E -06 1,21 0,13
ASO 4.3 1,96 E -06 0,76 0,081
ASO 4.4 2.04 E -06 0,73 0,079
ASO 6.1 7.20 E -07 2.07 0,21
ASO 4.1 8.28 E -07 1,80 0,19
ASO 4.S 1,49 E -06 1 00

Estimativas de parametros de modelo paralelo a partir do modelo de regressao

logistica

de 3

parametros. A

poténcia

representa a

molar. Abreviacoes: M, molar; Erro padréo, erro padrdo da média.

concentragao

Tabela 14. IC so e E maxde ASO-4 e ASO-6.1 em GABAérgica iPSC Neurons

ASO | Estimativa | IC 501C95% (M) | E max Estimativa | E max1C95% | 30 y M
do IC 5o (média)

ASO- |7.77E-07 | 6.86E- | 8.79E- | 0,08 0,05 | 0,11 | 0,11

4 07 07

ASO- | 5.17E-07 | 3,41E- | 7.82E- | -0,11 -0,22 | 0,01 | 0,06

6.1 07 07

Estimativas de parametros de modelo completo a partir do modelo de regressao
logistica de 4 parametros (Hill). IC 5o e os intervalos de confianga representam a
concentragao molar. E max 30 uM e os valores representam normalizados UBE3A-
AS niveis de RNA em relagdo ao veiculo.

Tabela 15. IC 50 e E maxde ASO-4 e ASO-6.1 em glutamatérgica iPSC Neurons

ASO | Estimativa | IC 501C95% (M) | E max Estimativa | E max1C95% | 30 uM
do IC 5o (média)

ASO- | 1.21E-04 1.12E- | 1,32E | -1,45 -9,01 [{6.12 | 0,17

4 13 + 05
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ASO-
6.1

2.44E-07

2.39E-
08

2.50E-
06

-0,27

1,24

0,70 | 0,04

Estimativas de parametros de modelo completo a partir do modelo de regressao
logistica de 4 parametros (Hill). IC s0 e os intervalos de confianga representam a
concentragao molar. E max 30 uM e os valores representam normalizados UBE3A-

AS niveis de RNA em relagao ao veiculo.

Quadro 1 6. Poténcia relativa de ASO-4 e ASO-6.1 em neurdnios glutamatérgicos

ASO IC 50 (M) Poténcia relativa Erro padrao
ASO-4 3.06 E -06 1 00
ASO-6.1 7.8 E-07 3,89 0,72

Estimativas de parametros de modelo paralelo a partir do modelo de regressao
logistica de 4 parametros. Abreviag¢des: M, molar

Tabela 17. Derivados de ASO-4 e ASO-6.1

Ligagbes

ASO RINA | Espinha | 75 g0 Fzg.’]g,t;’ Sequéncia (5-3) | ID SEQ
pedidos

UO*AO*GO* SEQ ID
ASO- AC*AO*t*g*g* | NO: 375
40PS.0 OMe PS 00 5-10-5|c*a*c*a*t*c*
T t*Cor*yo*yor

GO*GO

UO*AO*GO* SEQ ID
ASO- AC*AO-t*g*g* [ NO: 376
4.0.PO- OMe | PS/PO 2 5-10-5|c*a*c*a*t*c*
1.0 tCo*yo*yor

GO*GoO

LO*Um?°-G¢o* SEQ ID
ASO- UmS-A%*TG* NO: 377
4.0.PO- OMe | PS /PO 00 5-10-5 | GC*ca*a*CT*
2.0 coyoryo-gor

|_c’)

TM*AM* GM* SEQ ID

AM*AM*t*g*g |NO:378
ASO- *c*a*c*a*t*c
40pPsm |MOE| PS 00 15105 | s g m

TM*TM*GM*

GM

TM*AM* G M= SEQ ID
ASO- AM*AM_t*g*g* | NO: 379
4.0.PO- MOE | PS /PO 2 5-10-5|c*a*c*a*t*c*
1.M t-5mC M* T M=

TM*GM*GM
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TH*Uma"-GM* | SEQID
ASO- AM.AM*TG*GC | NO: 380
40PO- |MOE|PS/PO| 9 |5105|*ca*a*ct*
2.M 5mC H-T H* T H.

GM* M

AL*GL*AlL*a*t | SEQID
ASO- *g*g*c*a*c*a|NO: 381
4.4 PS.L LNA PS 00 B4 et sme L

TLrTL*GL
SO, AL*GL*Ala*t |SEQID
44PO- | LNA |PS/PO| 2 |3114],9 9 c a’cra NO:382

t*c*t-5mC

UnC*GC-Alt*a |[SEQID
ASO- “GG * CA* CA * tc | NO: 383
44po-2L | tNA|PS/PO 8 3114 1 scexToe.

T6*GO

CO*UO*GO* |SEQID
ASO- GO*t*g*t*c*a | NO: 384
61pso | OMe PS 00 4-10-4 *a*c*a*a*g*

CO*CO*pO*AO

CO UO*GO* |SEQID
ASO- GO-t*g*t*c*a |NO:385
61PO- | OMe|PS/PO| 2 |410-4|*a*c*a*a*
1.0 gCO*CO*pAO*

AO
ASO CO*Uo.Go- SEQ D

- O_t * * * .

61PO- |OMe|PS/PO| 8 |4-104|C t7gt’ca”ac | NO:386
20 aa*gC®%*CP®-
: AC*A©

EmCM*TV*GM* | SEQID
ASO. GM*t*g*t*c*a |NO:387
6.1 PS. M MOE PS 00 4-10-4 |*a*c*a*a*g*
T 5mC M* 5mC M*

AM* AM

EmCM*T V= GM* | SEQID
ASO- GMt*g*t*c*a |NO:388
6.1.PO- MOE | PS/ PO 2 4-10-4 |*a*c*a*a*g-
1.M 5mC M* 5mC M*

AM* AM
SO, 5mC " T GV* | SEQID
6.1PO- |MOE|PS/PO| 8 |4-104|C t'gtca’ac )NO:389
oM aa* g-5mC
: 5mC M-AM* A M

TL*GL*GLl*t*g |SEQID
ASO- *t*c*a*a*c*a |NO:390
61psL | WNA| PS 00 13104 | g v g v 5mC L+

5mCL*AL*AL
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TL*GL*Glt*g |SEQID
ASO- *t*c*a*a*c*a | NO: 391
6.1 PO-1.L LNA | PS/PO 2 3-10-4 |, a*g-5mCL*

S5mCL*AL*AL

TL*GL-Gl*tg* |SEQID
ASO- tc*aa*ca*ag” NO: 392
6.1.p0-2L | [INA | PS/PO} 8 3-10-4 | gCL-5mCL-AL*

AL

Letra maiuscula, RNA; letra mintuscula, DNA. 5m C
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(Ensembl Centroid) e presenca / auséncia de motivos de sequéncia associados a alta
/ baixa eficacia.

Neurdnios do hipocampo primarios do rato

[0135] Culturas primarias de neurbnios do hipocampo foram geradas a
partir de filhotes de PO-P1 (Ube3a ™*/P*e Ube3a ™ */PYFF) cruzando machos Ube3a ™
*/PYFP com fémeas C57BL / 6J do tipo selvagem. Os genotipos foram determinados
usando métodos descritos anteriormente. Resumidamente, os neurbnios do
hipocampo foram cultivados em meio Neurobasal A (Invitrogen, San Diego, CA)
suplementado com B27 (Invitrogen) e penicilina / estreptomicina (Invitrogen) em
placas inferiores opticas de 96 pocos revestidas com poli-D-lisina (152028, Thermo
Fisher Scientific) e laminina (23017-01, Thermo Fisher Scientific). As culturas foram
mantidas a 37 ° C em 5% de CO ; até o uso.

Mouse Neuron Imaging

[0136] Os neurdnios do hipocampo primarios do rato foram fixados em
10 DIV (3 dias ap6s o tratamento) com paraformaldeido a 4%.As
culturas foram entéo lavadas duas vezes com 1X PBS, fixadas em paraformaldeido a
4% em PBS por 15 min e depois lavadas trés vezes em 1X PBS. As células foram
bloqueadas em Triton-X100 a 0,3% em PBS (T-PBS) mais soro de cabra ou burro a
5% por 1-2 horas a temperatura ambiente com agitagdo suave. As células foram
incuba ted com anti-GFP [Novus Biologicals, NB 600-308 (coelho)] e anti-NeuN
(Millipore, 05-557 (rato)] anticorpos durante 24 horas a 4 °C com agitacao suave. As
células foram lavadas trés vezes em 0,1% de Tween 20 1 PBS por 15 min cada e
depois incubadas com anticorpos  secundarios anti-coelho 488  (Jackson
ImmunoResearch, 111-545-144) e anti-camundongo Cy3 (Jackson
ImmunoResearch, 115-165-166) por 24 horas a 4 °C no escuro, as células foram

lavadas 4 vezes em 0,1% de Tween 20 1X PBS por 15 min cada, e os nucleos foram
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marcados usando a coloragdo Hoechst (Thermo Fisher Scientific) a uma diluicdo de
1: 1000 na terceira lavagem.

[0137] As placas foram fotografadas usando o software Cytation 5 e
Gen5 Image + (BioTek, Winooski, VT). Resumidamente, um objetivo invertido 4X foi
usado para gerar imagens de montagem de cada pog¢o, adquirindo imagens com foco
automatico 5x4 com ladrilhos sobrepostos para a costura automatica de imagens. Os
filtros utilizados foram DAPI (377.477), GFP (469, 525) e RFP (531, 593). O tempo de
exposigao e o ganho foram ajustados para cada placa usando os controles negativo
e positivo. O foco automatico foi realizado nos nucleos (mancha Hoechst, DAPI) para
cada pogo, com a mesma altura focal usada para os filtros GFP e RFP. As imagens
foram unidas pelo software Gen5 Image +.

[0138] A analise de imagem de célula unica foi realizada usando o IN
Cell Developer 6.0 (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA). Resumidamente,
mascaras de trilha individuais foram geradas para nucleos (mancha de Hoechst,
DAPI) ou neurénios maduros (NeuN, RFP), otimizando os parametros de incluséo e
exclusdo com base no tamanho e intensidade das células selecionadas
aleatoriamente nas imagens adquiridas. Os valores médios e medianos de
intensidade de GFP foram adquiridos dentro dos limites da mascara selecionada,
gerando valores de intensidade para Ube3a YFP dentro de cada célula.

Neurbnios derivados de células-tronco pluripotentes induzidas por humanos

[0139] As células precursoras neurais derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas por GABA ergicas e glutamatérgicas (iPSC) (NRC-100-010-
001 e GNC-301-030-001, Cellular Dynamics International, Madison WI) foram
diferenciadas em neurbnios de acordo  com o] protocolo  do
fabricante. Resumidamente, as células precursoras neurais foram descongeladas e

ressuspensas em meio quimicamente definido e adicionadas a placas de cultura
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estéril revestidas com poli-D-lisina e laminina. O meio foi substituido 24 horas apds o
revestimento e depois metade do meio foi substituido a cada 3-5 dias depois.

Isolamento de RNA

[0140] Para neurbnios iPSC-cultivados, derivadasde RNA de
isolamento e de sintese de cDNA foram realizadas utilizando o kit de célula-a-CT
(Thermo Fisher Scientific) em um volume de lisado de 55 pl.

Analise dos niveis de RNA

[0141] Os niveis de RNA no estado estacionario dos transcritos alvo
foram medidos utilizando ensaios quantitativos de PCR para transcrigédo reversa (qQRT-
PCR) de TagMan. O volume total da reagéo foi de 10 yL, incluindo 2 yL de cDNA, 1X
Gene Expression Master mix (4369016, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e 1X
TagMan primer assay (Thermo Fisher Scientific). As condi¢des de ciclismo foram de
2 minutos a 50 ° C, 10 minutos a 95 ° C e 40 ciclos de 15 segundos a 95 ° C e 1 minuto
a 60 ° C, com leituras realizadas na etapa de 60 ° C de cada ciclo. As reagdes foram
realizadas em um termociclador BIO-RAD T1000 CFX96 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA), com controle interno (PPIA, Hs99999904 m1, Thermo Fisher
Scientific) e alvo [ UBE3A-AS, Hs01372957_m1 ; SNORD116 11,
Hs04275268_gH; SNORD115,
Hs04275288_gH; IPW, Hs03455409_s1; SNORD109A / B, AP47WVR (Thermo
Fisher Scientific) ; UBE3A: ATATGTGGAAGCCGGAATCT dianteiro (SEQ ID NO:
500); reverso: CCCAGAACTCCCTAATCAGAA (SEQ ID NO: 501); e sonda: reacgoes
de ATGACGGTGGCTATACCAGG (SEQ ID NO: 502)] realizadas juntas. Os dados
foram recuperados e analisados com o software BIORAD CFX Maestro (Bio-Rad
Laboratories). As amostras com controle interno com valores Cq =30 foram
filtradas. A qualidade dos dados foi inspecionada visualmente para identificar

discrepéncias entre as réplicas técnicase / ou de chapa. As medigbes para a
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estatistica inferencial e estatisticas descritivas consistem em valores de AAC(q
(2 -AACQq= 2 - (C g [alvo] - C q [controle interno]) - (C q [alvo] - C q [ controle interno]))_

Exemplo 2: Identificagao da regidao de destino ASO

[0142] A analise dos dados de sequenciamento de RNA gerados a partir
de tecidos e células de camundongos revelou uma regido localizada entre
a terminacéo 3’ do cluster Snord115 e a terminagao 5' do transcrito Ube3a antisense
(Ube3a-AS) contendo elementos genéticos considerados importantes para o
processamento do transcrito do gene hospedeiro Snord115 e transcricao de Ube3a-
AS (Figura s 6A - 6D). A andlise dos dados de sequenciagcdo de RNA gerado a partir
de tecidos humanos revelou uma regido situada entre a terminacdo 3’
do SNORD115 cluster e SNORD109B (Figuras 7A - 7G) que continha elementos
semelhantes aos observados no rato; no entanto, a analise comparativa dessa regiao
indicou que havia pouca ou nenhuma conservacao de sequéncia entre humanos e
roedores.

Materiais e métodos

Sequenciagdo de RNA

[0143] O RNA foi isolado usando Qiagen RNAeasy Plus (74136, Qiagen,
Hilden, Alemanha). A concentracdo de RNA foi determinada usando Quantificagao
Fluorométrica Qubit (Thermo Fisher Scientific) e a qualidade do RNA foi avaliada
usando um 4200 Agilent TapeStation (Agilent, Santa Clara, CA). As bibliotecas de
sequenciacao de RNA foram geradas usando o kit lllumina TruSeq Stranded Total
RNA (20020597, lllumina, Inc., San Diego, CA) de acordo com o protocolo do
fabricante. O sequenciamento de 75 pares de bases foi realizado usando um NextSeq
500 (lllumina, San Diego, CA) no nucleo do Instituto Texas A&M de Ciéncias e
Ciéncias Gendmicas e Society Genomics. As leituras de sequenciagéo bruta foram
processadas usando CASAVA. As sequéncias FASTQ resultantes foram examinadas

usando FASTQC.
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[0144] As sequéncias do FASTQ foram alinhadas ao conjunto de
referéncia humana (hg19) usando Hisat2 (versdo 2.1.0), com as seguintes
configuragdes: --fr. Sequéncias SAM alinhadas foram entdo convertidas em
sequéncias BAM binarias, indexadas e classificadas usando Samtools. Arquivos BAM
de amostras individuais foram mesclados e indexados usando o Samtools. As
sequéncias alinhadas foram filtradas usando o comando view no Samtools para
remover leituras alinhadas ndo exclusivamente (qualidade> 1).

[0145] Um conjunto de transcri¢cao foi gerado para amostras mescladas
usando Stringtie (versdo 1.3.4.d), com as seguintes opg¢des: (encalhado) --rf -f 0 -j 2.
Transcricbes de exon unico foram excluidas das transcricbes montadas usando
gffread (GFF) Universidade Johns Hopkins, Centro de Biologia Computacional).

Exemplo 3: Identificagcdao de ASOs principais

[0146] Dezoito ASOs visando as sequéncias alvo ASO-4 e ASO-6.1
e consistindo em diferentes projetos de backbone e modificagcbes de RNA foram
projetados para identificar potenciais ASOs principais (Tabela 1 7). IPSC normal
derivadas de neurdnios GABAérgicos () foram tratados com um ponto 10 2 log curva
dose-resposta de cada ASO para comparar os valores de ICspe Emax. As células
precursoras neurais foram diferenciadas em neurdnios por 18 DIV e, em seguida,
tratadas com ASOs de resposta a dose de 10 pontos 'z [1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM,
100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM e 30 uM (n = 2)]. Aos 24 DIV, os niveis de RNA
no estado estacionario de UBE3A-AS foram medidos e as curvas de resposta a dose
ajustadas como descrito acima (Figura 8A e Tabela 18). As curvas de resposta a
dose foram significativamente diferentes (teste de paralelismo: Fs1606)= 7,86, p
<0,0001; R?=0,90), assim poténcias relativas ndo foram estimados. O agrupamento
hierarquico das curvas ajustadas revelou 3 agrupamentos de ASOs, com o
agrupamento 1 representando os 9 ASOs mais potentes (Figuras 8B e 8C). Analise

do Cluster 1 indicou que o ASO tinha curvas semelhantes (teste de paralelismo:
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F24.209)= 1,01, p = 0,5; R2=0,93), e que ASO-4.4.PS.L foi, pelo menos, 3 vezes tio
potente quanto os outros ASOs (Tabela 19). Outras analises, no entanto, indicou que
ASO-4.4.PS.L, ASO-6.1.PS.M, e ASO-6.1.PO-1.M tinha equivalentes valores de ICso,
enquanto que os outros ASOs foram ligeiramente menos potente (Tabela 20) Com
base nas poténcias relativas e nos critérios de selecéo interna, ASO-4.4.PS.L e ASO-

6.1.PO-1.0 foram investigados mais detalhadamente.

Tabela 18. IC 50 e E max de ASOs Candidatas
30uM
o

Aso | 'CsM | 1Cs0lC95% | Ema E max IC95% (média | CrYP

) (M) X ) o
ASO-

2.66E- | 3,66E | 1.93E
ﬁ.4.PS. O0F | 3O0E | 195E | 00 | 0,23 023 | 005 | 1
ASO-

1.47E- | 6.80E | 3.19E | -
(I\s/imps. o 1o 170y Loos| 02 012 | 002 | 1
ASO-

1.66E- | 7.15E | 3.84E | -
?.g/ipo- oo | Toa |27 [opa| 020 016 | 004 | 1
ASO-

2.26E- | 8.95E | 5,71E
411.4LLP0- eOF | BF |2 11E Lo0a| 017 0.25 0.1 1
ASO-
4.0.PO- | 278E- | 1.52E | 5.08E | (55 | 44 0.15 005 | 1
- 07 | -07 | -07
ASO-

3.00E- | 1.80E | 5.00E
:AO.PS. 00~ | 1808 | 59998 1 0,05 | -0,06 015 | 005 | 1
ASO-
6.1.pO- | 319B- | 7.98E |\ 1.24B ) | 45 026 | 004 | 1

07 | -08 | -06
1.0
ASO-

3.62E- | 1.37E | 957E | -
cLs.1.Ps. o |1 [P oo | 032 018 | 004 | 1
ASO-

5.32E- | 1.20E | 2.36E
gmps. 90F- | 1205 | 2395 | 02| 067 029 | 005 | 1
ASO-
6.1.pO- | [34E- | 5.35E 1 1OTE ] (4 | 444 0.76 0.4 2
ol 07 | -08 | -05
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ASO-

4.0p0- | TO0E- | STOETA9E 16051 012 023 | 01 | 2
07 -07 -06

1.0

ASO-

1.27E- | 5.13E | 3.13E

gO.PS. 06 07 L06 0,06 -0,20 0,31 0,1 2

ASO-

6.1.p0- | 189 | 442E 1 8.06E | o 3] g3y 0,39 02 | 2

1L 06 -07 -06

ASO-

4.0po- | 1:80B- J1ESETA0E Y 51 g5 894 | 06 | 2
04 -17 +09

2.0

ASO-

6.1.p0- | 209 | 98BI 73RN 401 4316 | 1077 | 03 | 2
04 -16 + 07

2.M

ASO-

44pP0- | 32TB 1 g0 | nf | 27| -577 571 06 | 3
+ 01

2.L

ASO- 1y 14E

4.0.PO- ’ 00 Inf -76 | -74.958. 74.805 0,5 3

oM +05

ASO- - -

6.1P0- | 1735 | 00 | Inf | 556 | 85.963.65 | 29021 03 | 3

2.0 9 0

Estimativas de parametros de modelo completo a partir do modelo de regressao

logistica de 4 parametros (Hill). IC50 e intervalos de confianga representam a

concentracao molar. Os valores de Emax e 30 uM representam os niveis

normalizados de RNA de UBE3A-AS em relagéo ao veiculo.

Abreviagoes: Inf, infinito; IC 95%, intervalos de confianca de 95%

Tabela 19. Poténcia relativa de ASOs no Cluster 1

ASO IC 50 (M) Poténcia relativa Erro padrao
ASO-4.4.PS.L 5.03E-08 1 00
AS0-6.1.PS.M 1,53E-07 0,3 0,08
AS0-6.1.PO-1.M 1.77E-07 0,3 0,07
AS0-6.1.PO-1.0 1.99E-07 0,3 0,06
AS0O-4.0.PS.M 2.62E-07 0,2 0,05
AS0-4.0.PO-1.M 2,78E-07 0,2 0,04
AS0O-6.1.PS.L 2,81E-07 0,2 0,04
AS0O-4.4.PO-1.L 3.22E-07 0,2 0,04
AS0-6.1.PS.O 4.32E-07 0,1 0,03

Estimativas de parametros de modelo paralelo a partir do modelo de regressao
logistica de 4 parametros (Hill).
Abreviag¢des: M, molar; Padrido, padrao
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Tabela 20. Equivaléncia de ASOs no Cluster 1 em relagdo ao ASO-4.4.PS.L
ASO ASO Relagao IC 5o Limites inferior e Limite
superior de confianca excedido
ASO- Equivalente
6.1.PO-1.M 0.90 0.81 0.98
ASO- Equivalente
6.1 PS.M 0,90 0,82 0,98
ASO- Mais baixo
4.0.PO-1.M 0.87 0.79 0,94
ASO- Mais baixo
ASO- 4.0.PS.M 0,86 0,79 0,94
4.4.PS.L ASO- Mais baixo
4.4.PO-1.L 0,88 0,79 0,96
ASO- Mais baixo
6.1.P0-1.0 0,86 0.77 0,95
ASO- Mais baixo
6.1 PS.L 0,85 0,77 0,93
ASO- Mais baixo
6.1 PS.O 0,83 0,73 0,92
Dois testes unilaterais

Materiais e métodos

[0147] Os métodos foram semelhantes aos descritos no Exemplo 2,
salvo indicagdo em contrario.

Exemplo 4: Analise farmacodinamica de AS0-6.1-PO-1.0 e ASO-
4.4.PS.L em neurdnios da sindrome de Angelman iPSC

[0148] As poténcias de ASO-6.1.PS.O e ASO-4.4.PS.L foram entao
examinadas em neurdénios derivados de iPSC de um paciente com sindrome de
Angelman com uma delegcdo derivada materna da regido 15q11-q13. As células-
tronco pluripotentes induzidas foram diferenciadas em neurbniose, em
seguida, tratadas com uma curva de resposta a dose de 10 pontos %2 log de ASO-
6.1.PO-1.0 e ASO-4.4.PS.L [1 nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM,
10 uM e 30 uM (n = 3)]. Seis dias apos o tratamento, os niveis de RNA no estado
estacionario de UBE3A-AS foram medidos e as curvas de resposta a dose foram

ajustadas como descrito acima (Figura 9A). As curvas de resposta a dose foram
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semelhantes entre ASOs (teste de paralelismo: F3 132 = 1,07, p = 0,4, R?=0,82), com
ASO-4.4.PS.L (437 nM) ser aproximadamente 2,7 vezes mais potente que ASO-
6.1.PO-1.0 (1,22 uM). As valores de ICso eram equivalentes [ASO-6.1.PO-1.0 / ASO-
4.4 PS.L ICsorelagado: = 0,96 (limite de confianga inferior = 0,9; confianga Limite
superior = 1,0)]. Os valores de Emax foram semelhantes (30 uM: ASO-4.4.PS.L = 0,01
+ 0,0007; ASO-6.1.PO-1.0 = 0,05 £ 0,004) mas nao considerado equivalente devido
aos intervalos de confianga [ ASO-6.1.PO-1.0/ ASO-4.4.PS.LE maxrelacéo: = -9,1
(Baixa confianga limite = -224; confianga superior limite = 205)].

Materiais e métodos

[0149] Os métodos foram semelhantes aos descritos no Exemplo 2,
salvo indicagdo em contrario.

A sindrome de Angelman induziu neurénios derivados de células-tronco
pluripotentes

[0150] As células iPS da sindrome de Angelman (iPSCs AG1-0)
(ECNOO1, Kerafast, Boston, MA) foram co-cultivadas em fibroblastos embrionarios
murinos irradiados em meio de células-tronco embrionarias humanas [DMEM / F12
(11330-057, Gibco Biosciences, Dublin, Irlanda), 20% de substituicdo Knockout soro
(10828-028, Thermo Fisher Scientific), 1X aminoacidos ndo essenciais, 2 mM de L-
glutamina, 7 pl/ ml de 2-mercaptoetanol, e 4 uyg mL de fator de Crescimento de
fibroblastos / basico]. Para a primeira passagem, as células AG1-0 foram passadas
de acordo com o manual do produto para o meio PluriSTEM Human ES / iPS
(SCM130, Millipore Sigma, Burlington, MA), que é livre de alimentador e utiliza
Dispase Il (SCM133, Millipore Sigma) para dissociar células. A matriz qualificada com
hESC Matrigel™ (354277, Corning BD Biosciences, Corning, NY) foi usada como uma
matriz extracelular. Na segunda passagem, a matriz foi trocada para vitronectina
(CC130, Millipore Sigma). Durante passagens subsequentes, as areas de

diferenciagdo foram removidas manualmente até que células diferenciadas
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representassem aproximadamente <5% das colénias. Apdés quatro passagens
subsequentes, as células AG1-0 foram diferenciadas usando o Kit de Neurogénese
Millipore ES /iPS (SCR603, SCM110 e SCM111), mas sem vitronectina como matriz
extracelular. A passagem inicial foi realizada com EZ-LiFT (SCM139, Millipore Sigma)
para obter células iPS de alta qualidade. As células progenitoras neurais foram
congeladas no estagio zero (Po e subsequentemente descongeladas para
diferenciacéo. A diferenciagao foi realizada em placas de cultura estéreis revestidas
com poli-D-lisina (10 y g / ml) e laminina [10 y g / ml (23017-015, Gibco) em meio de
diferenciagéo (SCM111) durante 10 dias de diferenciao. Em alguns casos, as células
foram diferenciadas em Cellular Dynamics Maintenance Medium (NRM-100-121-001,
Cellular Dynamics International, Madison, WI).

Exemplo 5: Andlise de expressao do transcrito policistronico de PWS
nos neurdnios iPSC da sindrome de Angelman tratados com AS0O-6.1-PO-1.0 e
ASO-4.4.PS.L

[0151] Para determinar se ASO-4.4.PS.L e AS0O-6.1.PO-1.0 afetam os
niveis de transcritos de RNA codificados pelo transcrito policistrénico do PWS, o
sequenciamento de RNA foi realizado em células AS iPS tratadas com cada ASO e
no estado estacionario os niveis de ARN de SNURF, SNRPN,
o SNORD116 transcrigao hospedeiro-gene (SNHG116),
o SNORD116 snoRNAs, IPW, o SNORD115 transcricao hospedeiro-gene
(SNHG115), o SNORD115 snoRNAs, e UBE3A-aS foram quantificados. Os niveis de
RNA no estado estacionario UBE3A também foram medidos. As células iPS da
sindrome de Angelman foram diferenciadas em neurbnios, como descrito acima, e
depois tratadas com veiculo (1% H20, n = 3), ASO-4.4.PS.L (30 u yM, n = 3) e ASO-
6.1.PO-1.0 (30 uM, n = 3). Seis dias apos o tratamento, foi realizada a sequenciacéo
de RNA RNA no RNA total (esgotado o rRNA) isolado das culturas. Para gerar
anotagdes dos franscritos SNHG116, SNHG115 e UBE3A-AS, um transcriptoma foi
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montado a partir dos dados de RNA-seq do veiculo e depois incorporado na anotacao
do gene de referéncia. Em relacdo ao veiculo, os niveis de RNA no estado
estacionario

de SNURF, SNRPN, SNHG 116, snoRNAs SNORD116 e snoRNAs SNORD115 fora
m semelhantes e ndo significativamente diferentes. O ASO-4.4.PS.L, mas n&o o ASO-
6.1.PO-1.0, reduziu osniveis delPW (1,5 vezes),mas o efeito nao foi
significativo. ASO-6.1.PO-1.0 e ASO-4.4.PS.L reduziram significativamente os niveis
de RNA SNHG115 e UBE3A-AS. AS0O-6.1.PO-1.0 e ASO-4.4.PS.L tiveram um efeito
semelhante nos niveis de SNHG115; no entanto, o ASO-4.4.PS.L teve um efeito
muito maior nos niveis de RNA do UBE3A-AS do que o AS0O-6.1.PO-1.0 (ASO-
4.4 PS.L: alteracdo de -6,1vezes; ASO-6.1.PO -1.0: alteragdo de -2,8 vezes). O
tratamento com ASO aumentou os niveis de RNA UBE3A em aproximadamente 1,2

vezes, mas o efeito n&o foi significativo (Figura 10 e Tabela 21).

Tabela 21. Efeito do tratamento com ASO nos niveis de RNA dos transcritos
policistronicos de PWS e UBE3A
Gene Tratamento | Diferenca E"‘? Relagao t P ajustado
padrao
ASO- 0,53 0,51 1,02 0,5
6.1.PO-1.0

SNURF ASO-
44PSL 0,49 0,51 0,96 0,6
ASO- 0,03 0,11 0,30 0,9

6.1.PO-1.0

SNRPN ASO-
44PSL -0,02 0,11 -0,16 1.0
SO i | 007 | 010 0,75 07

SNHG116 ASO .
4.4.PS.L -0.24 0,10 -2,49 0,08
2‘81%0_1 o -0,04 0,46 -0,08 1.0
SNORD116 ASO :

44PS.L 0,27 0,45 0,60 0,8

ASO-
IPW 6.1 PO-1.0 0,18 0,37 0,49 0,8
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ASO-
44 PSL -0,49 0,37 -1,33 0,4
0O ao| 085 | 009 5,92 0,002
SNH115G ASO :
44PSL -0,58 0,09 -6,33 0,001
00 ao| 024 0,52 0,45 0.8
SNORD115 ASO :
44PS.L -0,26 0,49 -0,54 0,8
o 1ol 148 | 006 | 2417 <0,0001
UBE3A-AS ASO :
44PS.L -1,94 0,06 -31,56 <0,0001
ASO- 0,74 0,48 1,53 0,3
6.1.PO-1.0
UBE3A ASO-
44PS.L 0,90 0,48 1,88 0,2
ANOVA unidirecional com o teste de comparagao multipla de Dunnett em
relagdo ao veiculo.

Materiais e métodos

[0152] Os métodos foram semelhantes aos descritos no Exemplo 4,
salvo indicacdo em contrario.

Analise de expresséo diferencial de RNAs de PWS

[0153] Os valores normalizados de FPKM (fragmentos por mil por
milhdo) da anotagdo do gene RefSeq serdo estimados usando Cuffnorm com as
configuragdes padrao e a seguinte opgao: -u. Os valores de FPKM de cada anotagao
de gene foram determinados para cada amostra a partir do arquivo de saida e
utilizados para estatisticas descritivas e inferenciais.

Exemplo 6: Analise farmacodinamica de AS0-6.1-PO-1.0 e ASO-4.4.PS.L
em macacos Cynomolgus

[0154] As regides alvo ASO-4 e ASO-6 sao conservadas em varias
espécies de primatas ndo humanos (NHP), permitindo assim estudos de seguranga e

eficacia em um modelo animal de grande porte. Para examinar a eficacia de ASO-
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44.PS.L e ASO-6.1.PO-1.0 no sistema nervoso central (SNC), os ASOs foram
entregues aos macacos Cynomolgus por punc¢ao lombar intratecal. Foi administrada
aos animais uma unica injegdo em bolus do veiculo (solugdo salina a 0,9%, n =
5), ASO-6.1.PO-1.0 (10 mg, n = 3) e ASO.4.4.PS.L (10 mg, n = 3) Vinte e oito dias
apos o tratamento, os tecidos do sistema nervoso central (SNC) foram coletados e os
niveis de RNA no estado estacionario de UBE3A-AS foram medidos. No geral,
0 ASO-4.4.PS.L teve um efeito maior nos niveis de RNA do UBE3A-AS do que o ASO-
6.1.PO-1.0 (Tabela 22). O ASO-4.4.PS.L reduziu o RNA UBE3A-AS na maioria das
regides do SNC, com grandes efeitos no lobo temporal, cértex motor primario, ponte,
medula, hipocampo, globus pallidus, cortex frontal (corona radiata), cortex pré-frontal
e coluna lombar corddo. Da mesma forma, o ASO-6.1.PO-1.0 reduziu os niveis de
RNA do UBE3A-AS na maioria das regides do SNC, com grandes efeitos observados

na ponte, nucleo oculomotor e medula espinhal lombar (Figura 11 e Tabela 23).

Tabela 22. Tamanho do efeito do tratamento com ASO nos niveis de RNA UBE3A-

AS no CNS
* D de Intervalos de
Tratamento Tratamento Cohen confianca de 95% FDR
Veiculo ASO-4.4.PS.L 1.4 1.0 1.8 2.130E-
AS0O-6.1.PO-1.0| ASO-44.PS.L 1.0 0,6 1.5 6;‘5
Veiculo AS0-6.1.PO-1.0 0,3 -0,06 0,7 0,09

Teste t de Student com valores de P ajustados ao FDR

Tamanhos de efeito d de Cohen: 0,2, pequeno; 0,5, meio; 0,8, grande; 1.2, muito
grande

Abreviacoes: FDR, taxa de descoberta falsa

Tabela 23. Efeito do tratamento com ASO nos niveis de RNA UBE3A-AS nas

regides do SNC
Regido CNS ASO Diferenca | =10 | Relagao P
padrdo t ajustado
Nicleo Caudado | A597-F97| 0,10 022 | 046 0.9
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ASO-
4.4PS.L 0,21 022 0.9 o°
ASO:IG(;PO‘ _0’11 0,09 -1,15 0’5
Cerebelo AéO-
4.4.PS.L 0.05 o9 | 0% o8
ASO'61 PO' 0’01 0,27 0’04 0’9
, 1.0
Cortex frontal ASO-
4.4.PS.L 0.7 R2r | 208 o
ASO-6.1.PO-
Cortex frontal 1.0 008 022 o >
(Corona radiata) ASO-
4.4.PS.L 0.62 nez | 27 oo
AS0-6.1.PO- 0,10 0,24 0,40 0,9
_ 1.0
Globus Pallidus ASO-
4.4PS.L 0,38 024 o o
ASO-163.PO- -0,19 0,21 -0,91 0,6
Hipocampo ASO-
44.PS.L 0,57 0.1 2,00 e
ASO-6.1.PO-
Medula Espinhal 1.0 0,32 020 .68 02
(Lombar) ASO-
44.PS.L 0,87 920 | 448 | 00
ASO-163.PO- 0,24 0,20 -1,16 0,45
Medula ASO-
4.4PS.L 0,32 020 199 o
Aso-163 PO-1 037 0,29 -1,27 0,4
Nucleo Oculomotor ASO-
4.4PS.L 0,18 029 002 o8
ASO:I6C;|PO' _0’27 0,21 -1 ,30 0,4
Pons '
ASO-
44.PSL 0,47 021 225 o
ASO-6.1.PO-| 419 | 030 | -065 0.8
1.0
Motor Cortex ASO-
4.4PS.L 0,59 030 99 o
Putamen AéO-
4.4.PS.L 0,04 015 .25 -
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ASOB PO 013 025 | 054 0,8
Lobo temporal AS‘ -
4.4PSL -0,59 0,25 -2,39 0,08
ASOLIPO-1 002 | 014 | 014 0,9
Thalamus AéO-
4.4PSL -0,20 0,14 -1,46 0,3
ANOVA unidirecional com o teste de comparagao multipla de Dunnett em relacéo
ao veiculo.
Materiais e métodos
Administragdo de ASOs
[0155] Os estudos do NHP foram realizados nos Laboratérios Northern

Biomedical Research e Charles River, usando protocolos aprovados pelos respectivos
Comités Institucionais de Cuidado e Uso de Animais. Macacos machos e fémeas
Cynomolgus (Macaca fascicularis) pesando 2-4 kg foram anestesiados e dose unica
de 1 mL de ASO ou veiculo foi administrada por puncgao lombar intratecal. A solugao
de dosagem foi preparada por dissolugao de ASO liofilizado no artigo de controle do
veiculo (cloreto de sédio a 0,9%) e foi filtrada através de um filtro de 0,2 um. CNS e
amostras da medula espinal foram colhidas, e o SNC foi seccionada em 4- mm corte
coronal. As amostras de tecido foram congeladas rapidamente e armazenadas a -
80 °C até o isolamento do RNA.

Isolamento de RNA

[0156] Foi realizado um puncao de tecido de 4 mm em cada regido de
interesse, da qual aproximadamente metade foi usada para isolamento de RNA. O
isolamento do RNA foi realizado usando o kit Qiagen RNeasy Plus Mini (74136,
Qiagen) com ruptura de tecido e lise realizada com esferas de aco inoxidavel de 5 mm
em um TissuelLyser Il. O ARN foi eluida em dois volumes de 30 p | de agua, para um
volume total de eluicdo de 60 u I. O RNA foi quantificado usando o Qubit com o ensaio

RNA XR (Q33224, Thermo Fisher Scientific). O ADNc foi sintetizado a partirde 2 y g
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de ARN de entrada utilizando o kit High Capacity ARN-a-cDNA (4387406, Thermo
Fisher Scientific) num volume total de reacg¢éo de 50 p I.

Analise dos niveis de RNA UBE3A-AS nos tecidos

[0157] Os niveis de RNA de UBE3A-AS do macaco Cynomolgus foram
estimados usando PCR quantitativo de transcricdo reversa SYBR Green (qRT-
PCR). O volume total da reacao foi de 10 pl, incluindo 2 yl de cDNA, 1X PowerUp
SYBR Green Master mix (A25741, Thermo Fisher Scientific) e 500 nM de cada primer
(frente e verso). As condig¢des de ciclismo foram de 2 minutos a 50 °C, 2 minutos a 95
°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C, com leituras realizadas na
etapa de 60 °C de cada ciclo. As reag¢des foram realizadas em um termociclador BIO-

RAD T1000 CFX96, com controle interno (PPIA, encaminhamento:

GTCTCCTTCGAGCTGTTTGC (SEQ ID NO: 503); reverso:
CCTTTCTCTCCAGTGCTCAGA (SEQ ID NO: 504)) e alvo (UBE3A-AS,
encaminhamento: CCTGAC (SEQ ID NO: 505) ; reversa:

GGATCAGACTCCAGGCCTTC (SEQ ID NO: 506)) reagdes realizadas
separadamente. Os dados foram recuperados e a analise inicial foi realizada com o
software BIORAD CFX Maestro, com anadlises estatisticas aprofundadas realizadas
com Excel e JMP.

Exemplo 7: ASOs visando limites exénicos de transcricoes UBE3A-
AS emendadas

[0158] Em algumas modalidades, a sequéncia alvo €& um
limite exdnico envolvendo os exons UBE3A-AS 1-5 e SNORD109B exons 1-2. As
sequéncias alvo consistem em 38 nucleotideos (19 nucleotideos de cada exon)
centrados no limite exénico de cada exon (19 nucleotideos representando
as terminacdes 5’ e 3’ dos exons adjacentes). Havia 12 segmentos de sequéncias,
com limites exdnicos envolvendo os segmentos 1-2, 2-3, 3-4, 5-6, 7-8, 9-10 e 11-

12. As coordenadas cromossOmicas sdo fornecidas na Tabela 24. Uma uUnica
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sequéncia de jungdo mesclada foi criada que mostra os exons emendados (|, jungao

exbnica) e as sequéncias exobnicas intervenientes ([]). ASOs (20, 19 e 18-mer)

direcionados para as jungdes exdnicas sao fornecidos na Tabela 25.

Sequéncia de jungdo mesclada
AATGAAATCTTCTGATTTG |
ATTAGTTTTACACCTTCAG |
GTTTAAGGATGCTATTCTG |
TTAAGGAAACCATCTCTGG |
ATTTAAGGATGCCACTCTG |

| = Jungao exdnica 3'-5'

TAAGACATGCTGCCAAGAG
GATAAAGACTGCTGAGAAG
AAAAGACTGTGGAGGAAGA
GATAAGGATGACTGAGGAA
GTTAAAAGCTGAAACAACT
GAAACTTCAGGGAAAAGAG | AAGGCCTGGAATCTGATCC (SEQ ID NO: 489).

[] = sequéncia exdnica interveniente

I
I
I
I

Tabela 24. Cromossomo 15 coordenadas de jungbes exdnicas direcionadas

Segmento Comecar Fim Regido Exbnica
1 25,511,743 25, 511, 761 3
2 25, 512, 059 25,512,079 5'
3 25,512,175 25,512, 191 3'
4 25, 513, 475 25, 513, 493 5'
5 25, 513, 582 25, 513, 600 3
6 25, 514,752 25,514,770 5
7 25, 514, 863 25, 514, 881 3
8 25, 516, 564 25, 516, 582 5'
9 25, 516, 663 25, 516, 681 3
10 25,522,514 25, 522, 532 5'
11 25, 522, 537 25, 522, 556 3
12 25, 523, 994 25, 524,012 5'

Coordenadas do cromossomo humano 15 (conjunto de referéncia hg19)

Tabela 25. Lista de ASOs de jungao e regides de destino correspondentes

Tamanh | Sequéncia alvo (5'-3") Sequéncia ASO (5'-3')
o ASO
20 anos | GAAACCAUCUCUGGGAUA | SE | CTTATCCCAGAGATGGTT | SE
AG Q TC Q
ID ID
NO: NO:
393 441
AAACCAUCUCUGGGAUAA | SE | CCTTATCCCAGAGATGGT | SE
GG Q TT Q
ID ID
NO: NO:
394 442
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AACCAUCUCUGGGAUAAG | SE | TCCTTATCCCAGAGATGG | SE
GA Q TT Q
ID ID
NO: NO:
395 443
ACCAUCUCUGGGAUAAGG | SE | ATCCTTATCCCAGAGATG | SE
AU Q GT Q
ID ID
NO: NO:
396 444
CCAUCUCUGGGAUAAGGA | SE | CATCCTTATCCCAGAGAT | SE
UG Q GG Q
ID ID
NO: NO:
397 445
CAUCUCUGGGAUAAGGAU | SE | TCATCCTTATCCCAGAGA | SE
GA Q TG Q
ID ID
NO: NO:
398 446
AUCUCUGGGAUAAGGAUG | SE | GTCATCCTTATCCCAGAG | SE
AC Q AT Q
ID ID
NO: NO:
399 447
UCUCUGGGAUAAGGAUGA | SE | AGTCATCCTTATCCCAGA | SE
Cu Q GA Q
ID ID
NO: NO:
400 448
CUCUGGGAUAAGGAUGAC | SE | CAGTCATCCTTATCCCAG | SE
UG Q AG Q
ID ID
NO: NO:
401 449
UCUGGGAUAAGGAUGACU | SE | TCAGTCATCCTTATCCCA | SE
GA Q GA Q
ID ID
NO: NO:
402 450
CUGGGAUAAGGAUGACUG | SE | CTCAGTCATCCTTATCCC | SE
AG Q AG Q
ID ID
NO: NO:
403 451
UGGGAUAAGGAUGACUGA | SE | CCTCAGTCATCCTTATCC | SE
GG Q CA Q
ID ID
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NO: NO:
404 452
GGGAUAAGGAUGACUGAG | SE | TCCTCAGTCATCCTTATC | SE
GA Q CcC Q
ID ID
NO: NO:
405 453
GGAUAAGGAUGACUGAGG | SE | TTCCTCAGTCATCCTTAT | SE
AA Q cC Q
ID ID
NO: NO:
406 454
GCUGAAACAACUGAAACU | SE | GAAGTTTCAGTTGTTTCA | SE
ucC Q GC Q
ID ID
NO: NO:
407 455
GAAACAACUGAAACUUCA | SE | CCTGAAGTTTCAGTTGTT | SE
GG Q TC Q
ID ID
NO: NO:
408 456
AAACAACUGAAACUUCAG | SE | CCCTGAAGTTTCAGTTGT | SE
GG Q TT Q
ID ID
NO: NO:
409 457
AACAACUGAAACUUCAGG | SE | TCCCTGAAGTTTCAGTTG | SE
GA Q TT Q
ID ID
NO: NO:
410 458
ACAACUGAAACUUCAGGG | SE | TTCCCTGAAGTTTCAGTT | SE
AA Q GT Q
ID ID
NO: NO:
411 459
CAACUGAAACUUCAGGGA | SE | TTTCCCTGAAGTTTCAGT | SE
AA Q TG Q
ID ID
NO: NO:
412 460
ACUGAAACUUCAGGGAAA | SE | CTTTTCCCTGAAGTTTCA | SE
AG Q GT Q
ID ID
NO: NO:
413 461
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19 anos

AACCAUCUCUGGGAUAAG | SE | CCTTATCCCAGAGATGGT | SE
G Q T Q
ID ID
NO: NO:
414 462
ACCAUCUCUGGGAUAAGG | SE | TCCTTATCCCAGAGATGG | SE
A Q T Q
ID ID
NO: NO:
415 463
CCAUCUCUGGGAUAAGGA | SE | ATCCTTATCCCAGAGATG | SE
U Q G Q
ID ID
NO: NO:
416 464
CAUCUCUGGGAUAAGGAU | SE | CATCCTTATCCCAGAGAT | SE
G Q G Q
ID ID
NO: NO:
417 465
AUCUCUGGGAUAAGGAUG | SE | TCATCCTTATCCCAGAGA | SE
A Q T Q
ID ID
NO: NO:
418 466
UCUCUGGGAUAAGGAUGA | SE | GTCATCCTTATCCCAGAG | SE
C Q A Q
ID ID
NO: NO:
419 467
CUCUGGGAUAAGGAUGAC | SE | AGTCATCCTTATCCCAGA | SE
U Q G Q
ID ID
NO: NO:
420 468
UCUGGGAUAAGGAUGACU | SE | CAGTCATCCTTATCCCAG | SE
G Q A Q
ID ID
NO: NO:
421 469
CUGGGAUAAGGAUGACUG | SE | TCAGTCATCCTTATCCCA | SE
A Q G Q
ID ID
NO: NO:
422 470
UGGGAUAAGGAUGACUGA | SE | CTCAGTCATCCTTATCCC | SE
G Q A Q
ID ID
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NO: NO:

423 471

GGGAUAAGGAUGACUGAG | SE | CCTCAGTCATCCTTATCC | SE
G Q C Q
ID ID

NO: NO:

424 472

GGAUAAGGAUGACUGAGG | SE | TCCTCAGTCATCCTTATC | SE
A Q C Q
ID ID

NO: NO:

425 473

AACAACUGAAACUUCAGG | SE | CCCTGAAGTTTCAGTTGT | SE
G Q T Q
ID ID

NO: NO:

426 474

ACAACUGAAACUUCAGGG | SE | TCCCTGAAGTTTCAGTTG | SE
A Q T Q
ID ID

NO: NO:

427 475

CAACUGAAACUUCAGGGA | SE | TTCCCTGAAGTTTCAGTT | SE
A Q G Q
ID ID

NO: NO:

428 476

CAACUGAAACUUCAGGGA | SE | TTCCCTGAAGTTTCAGTT | SE
A Q G Q
ID ID

NO: NO:

429 477

18 anos | CCAUCUCUGGGAUAAGGA | SE | TCCTTATCCCAGAGATGG | SE
Q Q

ID ID

NO: NO:

430 478

CAUCUCUGGGAUAAGGAU | SE | ATCCTTATCCCAGAGATG | SE
Q Q

ID ID

NO: NO:

431 479

AUCUCUGGGAUAAGGAUG | SE | CATCCTTATCCCAGAGAT | SE
Q Q

ID ID

NO: NO:

432 480
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UCUCUGGGAUAAGGAUGA | SE | TCATCCTTATCCCAGAGA | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
433 481
CUCUGGGAUAAGGAUGAC | SE | GTCATCCTTATCCCAGAG | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
434 482
UCUGGGAUAAGGAUGACU | SE | AGTCATCCTTATCCCAGA | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
435 483
CUGGGAUAAGGAUGACUG | SE | CAGTCATCCTTATCCCAG | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
436 484
UGGGAUAAGGAUGACUGA | SE | TCAGTCATCCTTATCCCA | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
437 485
GGGAUAAGGAUGACUGAG | SE | CTCAGTCATCCTTATCCC | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
438 486
GGAUAAGGAUGACUGAGG | SE | CCTCAGTCATCCTTATCC | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
439 487
ACAACUGAAACUUCAGGG | SE | CCCTGAAGTTTCAGTTGT | SE
Q Q
ID ID
NO: NO:
440 488

Exemplo 8: RNAs de guia siRNA, shRNA e CRISPR visando os exons de
UBE3a-AS 1-5
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oligonucleotideo divulgado € um acido nucleico funcional, como um siRNA, shRNA ou
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Como observado acima,

em algumas

modalidades,

gRNA da nuclease, que inibe, modifica ou exclui a sequéncia de acido nucleico alvo.

[0160]

5 sdo fornecidos na Tabela 26. Exemplos de shRNA direcionados aos exons de

UBE3a-AS 1-5 sao fornecidos na Tabela 27. Exemplos de gRNA direcionados aos

exons de UBE3a-AS 1-5 sdo fornecidos na Tabela 28.

Exemplos de siRNA direcionados aos exons de UBE3a-AS 1-

Tabela. 26 siRNA visando os exons de UBE3a-AS 1-5

Sequéncia alvo siRNA
CCCAGGUGUCCUUUAAUGAA [ SEQ | TTCATTAAAGGACACCTGGG | SEQ
ID ID
NO: NO:
507 538
CCAGGUGUCCUUUAAUGAAA [ SEQ | TTTCATTAAAGGACACCTGG | SEQ
ID ID
NO: NO:
508 539
UGAAAAUGCUCUUGACACCA | SEQ | TGGTGTCAAGAGCATTTTCA | SEQ
ID ID
NO: NO:
509 540
GAAAAUGCUCUUGACACCAA | SEQ | TTGGTGTCAAGAGCATTTTC | SEQ
ID ID
NO: NO:
510 541
AAAUGCUCUUGACACCAAUG | SEQ | CATTGGTGTCAAGAGCATTT | SEQ
ID ID
NO: NO:
511 542
AGAUCAGUAGCUUCCUUUAC | SEQ | GTAAAGGAAGCTACTGATCT | SEQ
ID ID
NO: NO:
512 543
UCAGUAGCUUCCUUUACCGA | SEQ | TCGGTAAAGGAAGCTACTGA | SEQ
ID ID
NO: NO:
513 544
UCUAGAACAUUGAGCUAUGG | SEQ | CCATAGCTCAATGTTCTAGA | SEQ
ID ID
NO: NO:
514 545
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CUAGAACAUUGAGCUAUGGA [ SEQ | TCCATAGCTCAATGTTCTAG | SEQ
ID ID
NO: NO:
515 546
AACAUUGAGCUAUGGAAGAC | SEQ | GTCTTCCATAGCTCAATGTT | SEQ
ID ID
NO: NO:
516 547
ACAUUGAGCUAUGGAAGACU | SEQ | AGTCTTCCATAGCTCAATGT | SEQ
ID ID
NO: NO:
517 548
CUAUGGAAGACUCCCACCUA [ SEQ | TAGGTGGGAGTCTTCCATAG | SEQ
ID ID
NO: NO:
518 549
UAUGGAAGACUCCCACCUAA | SEQ | TTAGGTGGGAGTCTTCCATA | SEQ
ID ID
NO: NO:
519 550
CAAGUGCUACCGCACAGGCA | SEQ | TGCCTGTGCGGTAGCACTTG | SEQ
ID ID
NO: NO:
520 551
AAGUGCUACCGCACAGGCAU | SEQ | ATGCCTGTGCGGTAGCACTT | SEQ
ID ID
NO: NO:
521 552
UACCGCACAGGCAUGCUGCA | SEQ | TGCAGCATGCCTGTGCGGTA | SEQ
ID ID
NO: NO:
522 553
CAGGCAUGCUGCAGUGAAUU | SEQ | AATTCACTGCAGCATGCCTG | SEQ
ID ID
NO: NO:
523 554
AGGCAUGCUGCAGUGAAUUU | SEQ | AAATTCACTGCAGCATGCCT | SEQ
ID ID
NO: NO:
524 555
ACCGUUGUUUAAGGAUGCUA | SEQ | TAGCATCCTTAAACAACGGT | SEQ
ID ID
NO: NO:
525 556
CCGUUGUUUAAGGAUGCUAU | SEQ | ATAGCATCCTTAAACAACGG | SEQ
ID ID
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NO: NO:
526 557
CUGUGGAGGAAGAAAACCCU | SEQ | AGGGTTTTCTTCCTCCACAG | SEQ
ID ID
NO: NO:
527 558
AAGAAAACCCUUUACCCUGU | SEQ | ACAGGGTAAAGGGTTTTCTT | SEQ
ID ID
NO: NO:
528 559
AGAAAACCCUUUACCCUGUU | SEQ | AACAGGGTAAAGGGTTTTCT | SEQ
ID ID
NO: NO:
529 560
CUCAACUGCCUGGCACUGAA | SEQ | TTCAGTGCCAGGCAGTTGAG | SEQ
ID ID
NO: NO:
530 561
AACUGCCUGGCACUGAAAAU | SEQ | ATTTTCAGTGCCAGGCAGTT | SEQ
ID ID
NO: NO:
531 562
ACUGCCUGGCACUGAAAAUG | SEQ | CATTTTCAGTGCCAGGCAGT | SEQ
ID ID
NO: NO:
532 563
GUGUUUAAGGAAACCAUCUC | SEQ | GAGATGGTTTCCTTAAACAC | SEQ
ID ID
NO: NO:
533 564
GUUUAAGGAAACCAUCUCUG | SEQ | CAGAGATGGTTTCCTTAAAC | SEQ
ID ID
NO: NO:
534 565
AGGAAACCAUCUCUGAUAAG | SEQ | CTTATCAGAGATGGTTTCCT | SEQ
ID ID
NO: NO:
535 566
UCUUUGGCUUGUUGACACCA | SEQ | TGGTGTCAACAAGCCAAAGA | SEQ
ID ID
NO: NO:
536 567
CUUUGGCUUGUUGACACCAG | SEQ | CTGGTGTCAACAAGCCAAAG | SEQ
ID ID
NO: NO:
537 568
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Tabela 27. shRNA visando os exons de UBE3a-AS 1- 5

GGTGCCATTCTATTATAAAtaacctgacccattaTTTATAATAGAATGGCACCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
569

GCTTTCATCAATAATGAAAtaacctgacccattaTTTCATTATTGATGAAAGCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
570

GGTCTTTCATCAATAATGAtaacctgacccattaTCATTATTGATGAAAGACCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
571

GAAATCTTCTGATTTGTAAtaacctgacccattaTTACAAATCAGAAGATTTCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
572

GCACCTAAGGGAATTAGTAtaacctgacccattaTACTAATTCCCTTAGGTGCT | SE
TTTT Q
ID
NO:
573

GTTTCAACCAGGATTTAAAtaacctgacccattaTTTAAATCCTGGTTGAAACTT | SE
TTT Q
ID
NO:
574

GCTTTCAACCAGGATTTAAtaacctgacccattaTTAAATCCTGGTTGAAAGCT | SE
TTTT Q
ID
NO:
575

GGAGATGTGCCATTCTATAtaacctgacccattaTATAGAATGGCACATCTCCT | SE
TTTT Q
ID
NO:
576

GTCTTTCATCAATAATGAAtaacctgacccattaTTCATTATTGATGAAAGACTT | SE
TTT Q
ID
NO:
577
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GATCAATAATGAAATCTTAtaacctgacccattaTAAGATTTCATTATTGATCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
578

GTGTCTTTCATCAATAATAtaacctgacccattaTATTATTGATGAAAGACACTT | SE
TTT Q
ID
NO:
579

GCAATAATGAAATCTTCTAtaacctgacccattaTAGAAGATTTCATTATTGCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
580

GCATGCTGCAGTGAATTTAtaacctgacccattaTAAATTCACTGCAGCATGCT | SE
TTTT Q
ID
NO:
581

GGAAATCTTCTGATTTGTAtaacctgacccattaTACAAATCAGAAGATTTCCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
582

GGTATATTCTATCTAGAAAtaacctgacccattaTTTCTAGATAGAATATACCTT | SE
TTT Q
ID
NO:
583

GTGCTGCAGTGAATTTAAAtaacctgacccattaTTTAAATTCACTGCAGCACT | SE
TTTT Q
ID
NO:
584

GTGTGCCATTCTATTATAAtaacctgacccattaTTATAATAGAATGGCACACTT | SE
TTT Q
ID
NO:
585

GTTACCATCAGTGTTTAAAtaacctgacccattaTTTAAACACTGATGGTATATT | SE
1T Q
ID
NO:
586

GCCTGCAACCGTTGTTTAAtaacctgacccattaTTAAACAACGGTTGCAGGCT | SE
TTTT Q
ID
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NO:
587
GTATGTCTTTCATCAATAAtaacctgacccattaTTATTGATGAAAGACATACTT | SE
TTT Q
ID
NO:
588
Tabela 28. RNAs do Guia CRISPR que segmentam os exons de UBE3a-AS 1-5
Strand | Sequéncia ID SEQ PAM
- ACACTGATGGTAAAGTGGAC SEQ ID TGG
NO: 589
- TAGAATATACACGTCGGTAA SEQ ID AGG
NO: 590
- TCAACTGTCCCAGTCACAAC SEQ ID AGG
NO: 591
- TCTAGATAGAATATACACGT SEQ ID CGG
NO: 592
- TCTAGATAGAATATACACGT SEQ ID CGG
NO: 593
- CTCCCCATGCACACTTGAGA SEQ ID AGG
NO: 594
- CATCCTTAAACAACGGTTGC SEQ ID AGG
NO: 595
- GGTGTAAAACTAATTCCCTT SEQ ID AGG
NO: 596
- AACAACGGTTGCAGGGACAG SEQ ID AGG
NO: 597
+ TATGGAAGACTCCCACCTAA SEQ ID GGG
NO: 598
+ CTATGGAAGACTCCCACCTA SEQ ID AGG
NO: 599
+ AAGCCTTCTCAAGTGTGCAT SEQ ID GGG
NO: 600
+ CTATCTAGAACATTGAGCTA SEQ ID TGG
NO: 601
+ ACCCTCTGGTGTTGTCACAG SEQ ID AGG
NO: 602
+ AACCCTTTACCCTGTTGTTC SEQ ID AGG
NO: 603
[0161] A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos e

cientificos usados neste documento tém os mesmos significados que sdo comumente

entendidos por um especialista na técnica a qual a invencgao divulgada pertence. As
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publicacdes citadas aqui e os materiais para os quais sao citadas sdo especificamente
incorporadas por referéncia.

[0162] Os técnicos no assunto reconhecerdo, ou serdo capazes de
verificar, usando ndo mais que experimentacdo de rotina, muitos equivalentes as
modalidades especificas da invengado aqui descritas. Tais equivalentes devem ser

abrangidos pelas seguintes reivindicagoes.
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REIVINDICACOES

1. Oligonucleotideo antisense CARACTERIZADO pelo fato de
compreender uma sequéncia nucleotidica contigua de 10 a 30 nucleotideos de
comprimento com pelo menos 98% de complementaridade com uma porgao contigua
da sequéncia de acido nucleico SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4 ou SEQ ID NO: 5.

2. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO
pelo fato de que o oligonucleotideo compreende uma sequéncia selecionada do grupo
que consiste na SEQ ID NO: 6, 7, 8,9, 10 ou 11.

3. Oligonucleotideo, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1 ou
2, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um ou mais nucleosideos
modificados.

4.  Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO
gue 0 um ou mais nucleosideos modificados € um "agucar 2 nucleosideo modificado.

5. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO
pelo fato de que um ou mais nucleosideos 2' modificados com agucar sao
selecionados independentemente do grupo que consiste em 2'-O-alquil-RNA, 2'-O-
metil-RNA, 2'-alcoxi-RNA, 2' -O-metoxietil-RNA, 2'-amino-DNA, 2'-fluoro-DNA, acido
nucleico arabino (ANA), 2'-fluoro-ANA e nucleosideos LNA.

6. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 5, CARACTERIZADO
pelo fato de que o um ou mais nucleosideos modificados € um nucleosideo LNA.

7. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagado 1, CARACTERIZADO
pelo fato de que o oligonucleotideo compreende pelo menos uma ligagéo
internucleosideo modificada.

8. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagao 7, CARACTERIZADO
pelo fato de que as ligagdes internucleosideos dentro da sequéncia nucleotidica

contigua sao ligagdes internucleosideos fosforotioato.
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9. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO
pelo fato de que o oligonucleotideo é capaz de recrutar a RNase H.

10. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO
pelo fato de que o oligonucleotideo é um gapmer.

11. Oligonucleotideo, de acordo com a reivindicagédo 10, CARACTERIZADO
pelo fato de que o oligonucleotideo tem uma sequéncia de acido nucleico selecionada
do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 362 a 392.

12. Composicao farmacéutica CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende um ou mais dos oligonucleotideo conforme definidos em qualquer uma
das reivindicagao de 1 a 11 e um diluente, solvente, excipiente, sal e / ou adjuvante
farmaceuticamente aceitavel.

13. Método para tratar ou prevenir a sindrome de Angelman em um sujeito
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente ou profilaticamente eficaz da composi¢ao da reivindicagdo 12 a um

sujeito que sofre ou é suscetivel a sindrome de Angelman.
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RESUMO
TRATAMENTO ANTISENSE DA SiINDROME DE ANGELMAN
Sao divulgados oligonucleotideos antisense que sédo capazes de induzir a
expressao da ubiquitina-proteina ligase E3A (UBE3A) a partir do alelo paterno em
neurénios animais ou humanos. Os oligonucleotideos tém como alvo o supressor
do alelo paterno UBE3A por hibridacdo com o RNA nao codificador longo
do SNHG14 na terminagdo 5’ de UBE3A-AS, que esta ajusante do SNORD115-
45 snoRNA. Também s&o divulgadas composi¢des farmacéuticas e métodos para

tratamento da sindrome de Angelman.
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