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“CONJUGADOS DE OLIGOMERO DE SALTO DE EXON PARA DISTROFIA
MUSCULAR”

Informacoes Relacionadas

[001]Este pedido de patente reivindica o beneficio do Pedido de Patente Pro-
visorio U.S. N? 62/436223, depositado em 19 de dezembro de 2016, Pedido de Pa-
tente Proviso6rio de N2 de Série 62/443484, depositado em 6 de janeiro de 2017, Pe-
dido de Patente Provisorio n® U.S. 62/479178, depositado em 30 de margo de 2017,
e Pedido de Patente Provisério n® U.S. 62/562146, depositado em 22 de setembro de
2017. Todo o conteudo dos pedidos de patente provisérios referenciados acima é in-
corporado no presente documento a titulo de referéncia.

Campo da Divulgacio

[002]A presente divulgacao refere-se a conjugados de oligbmero antissenso
inovadores adequados para salto de éxon 53 no gene da distrofia humana e compo-
sicdes farmacéuticas dos mesmos. A divulgacao também fornece métodos para indu-
zir salto de éxon 53 com o uso dos conjugados de oligbmero antissenso inovadores,
métodos para produzir distrofina em um individuo que tem uma mutacao do gene de
distrofina que é passivel a salto de éxon 53, e métodos para tratar um individuo que
tem uma mutacédo do gene de distrofina que é passivel a salto de éxon 53.

Antecedentes da Divulgacao

[003]As tecnologias antissenso estdo em desenvolvimento com o uso de uma
faixa de produtos quimicos para afetar a expressao de gene em uma variedade de
niveis diferentes (transcricao, splicing, estabilidade, traducdo). Grande parte dessa
pesquisa focou no uso de compostos antissenso para corrigir ou compensar genes
associados a doenca ou anormais em uma ampla faixa de indicacdes. As moléculas
antissenso podem inibir a expressao de gene com especificidade, e por conta disso,

muitos esforcos de pesquisa em relacdo a oligdmeros como moduladores de expres-
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séo de gene focaram na inibicao da expressao de genes alvo ou a fung¢ao de elemen-
tos de atuacao cis. Os oligbmeros antissenso sao tipicamente direcionados contra
RNA, a fita senso (por exemplo, mRNA), ou fita menos no caso de alguns alvos de
RNA viral. Para alcangar um efeito desejavel de regulacdo decrescente de gene es-
pecifico, os oligdmeros promovem geralmente o decaimento do mRNA alvo, blo-
queiam a tradugdo do mRNA ou bloqueiam a funcéo de elementos de RNA de atuacéao
cis, assim prevenindo de modo eficaz a sintese de novo da proteina alvo ou replicacdo
do RNA viral.

[004]Entretanto, tais técnicas ndo sdo uteis quando o objetivo é regular de
modo crescente a produgéo da proteina nativa ou compensar por mutagdes que indu-
zem a terminacao prematura de tradugdo, como mutagdes sem sentido ou mutagdes
de deslocamento de quadro. Nestes casos, a transcricao de gene defeituosa nao deve
ser submetida a degradacao alvo ou inibicdo estérica, entdo, a quimica de oligbmero
antissenso nao deve promover o decaimento de mRNA alvo ou bloquear a tradugéo.

[005]Em uma variedade de doencas genéticas, os efeitos de mutacdes na ex-
pressdo eventual de um podem ser modulados através de um processo de salto de
éxon alvo durante o processo de splicing. O processo de splicing € direcionado por
maquinaria de multiplos componentes complexa que traz jungdes éxon-intron adja-
centes em pré-mRNA em proximidade e realiza a clivagem de ligacdes fosfodiéster
nas extremidades dos introns com sua reformagao subsequente entre éxons que de-
verao ser submetidos a splicing juntos. Esse processo complexo e altamente preciso
€ mediado por motivos de sequéncia no pré-mRNA que sdo segmentos de RNA se-
miconservados relativamente curtos aos quais varios fatores de splicing nucleares que
séo, entao, envolvidos nas reagdes de splicing se ligam. Mudando-se a maneira que
a maquinaria de splicing I&€ ou reconhece os motivos envolvidos em pré-processa-

mento de mRNA, é possivel criar moléculas de mRNA submetidas a splicing de modo
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diferencial. Foi reconhecido agora que a maior parte dos genes humanos séo alterna-
tivamente submetidos a splicing durante a expresséao de gene normal, embora 0os me-
canismos envolvidos ndo tenham sido identificados. Bennett et al. (A Patente n® U.S.
6.210.892) descreve a modulacao antissenso de processamento de mRNA celular do
tipo selvagem com o uso de analogos de oligbmero antissenso que nao induzem cli-
vagem mediada por RNAse H do RNA alvo. Isso tem uso em poder gerar mRNAs
alternativamente submetidos a splicing que nao tém éxons especificos (consultar, por
exemplo, conforme descrito por Sazani, Kole, et al. 2007 para a geragao de receptores
de superfamilia de TNF sollveis que nao tém éxons que codificam dominios de abran-
géncia de membrana).

[006]Em casos em que uma proteina normalmente funcional é prematura-
mente terminada devido as mutagdes na mesma, um meio para restaurar alguma pro-
ducéo de proteina funcional através da tecnologia antissenso demonstrou ser possivel
através da intervengao durante os processos de splicing, e que se éxons associados
a mutagdes que causam doencas podem ser especificamente deletados de alguns
genes, um produto de proteina encurtada pode ser algumas vezes produzido, o qual
tem propriedades bioldgicas similares da proteina nativa ou tem atividade biolégica
para amenizar a doenga causada por mutacdes associadas ao éxon (consulte, por
exemplo, Sierakowska, Sambade et al. 1996; Wilton, Lloyd et al. 1999; van Deutekom,
Bremmer-Bout et al. 2001; Lu, Mann et al. 2003; Aartsma-Rus, Janson et al. 2004).
Kole et al. (Patentes n® U.S.: 5.627.274; 5.916.808; 5.976.879; e 5.665.593) divulgam
métodos para combater splicing aberrante com o uso de analogos de oligbmero an-
tissenso modificados que ndao promovem o decaimento do pré-mRNA alvo. Bennett et
al. (A Patente n® U.S. 6.210.892) descreve a modulagao antissenso de processamento
de mRNA celular do tipo selvagem também com o uso de analogos de oligbmero an-
tissenso que nao induzem clivagem mediada por RNAse H do RNA alvo.

[007]O processo de salto de éxon alvo é propenso a ser particularmente Util
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em genes longos em que hd muitos éxons e introns, em que ha redundancia na cons-
tituicdo genética dos éxons ou em que uma proteina pode funcionar sem um ou mais
éxons particulares. Os esforgos para redirecionar o processamento de gene para o
tratamento de doengas genéticas associadas a truncamentos causadas por mutacdes
em varios genes focaram no uso de oligbmeros antissenso que: (1) sobrepdem com-
pleta ou parcialmente os elementos envolvidos no processo de splicing; ou (2) se li-
gam ao pré-mRNA em uma posicédo suficientemente proxima ao elemento para rom-
per a ligagao e a fungéo de fatores de splicing que mediariam normalmente uma rea-
cao de splicing particular que ocorre naquele elemento.

[008]A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é causada por um defeito na
expressao da proteina de distrofina. O gene que codifica a proteina contém 79 éxons
espalhados por mais do que 2 milhdes de nucleotideos de DNA. Qualquer mutacéo
exOnica que muda o quadro de leitura do éxon, ou introduz um cédon de parada, ou é
CARACTERIZADA pela remogédo de um inteiro de éxon ou éxons de quadro, ou du-
plicacdes de um ou mais éxons, tem o potencial para perturbar a produgéo de distro-
fina funcional, resultando em DMD.

[009]A forma menos severa de distrofia muscular, distrofia muscular de Bec-
ker (BMD) foi constatada como surgindo onde uma mutacéo, tipicamente uma delegao
de um ou mais éxons, resulta em um quadro de leitura correto ao longo da transcricdo
de distrofina inteira, de modo que a tradugdo de mRNA em proteina n&o seja prema-
turamente terminada. Se a uniao dos éxons a montante e a jusante no processamento
de um pré-mRNA de distrofina que sofreu mutagdo mantém o quadro de leitura correto
do gene, o resultado € um mRNA que codifica uma proteina com uma delecao interna
curta que retém alguma atividade, resultando em fenétipo de Becker.

[010]Se soube por muitos anos que as delegdes de um éxon ou éxons que

nao alteram o quadro de leitura de uma proteina de distrofina gerariam um fenétipo
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de BMD, enquanto uma delecao de éxon que causa um deslocamento de quadro ge-
rard DMD (Monaco, Bertelson et al. 1988). Em geral, as mutacdes de distrofina inclu-
indo mutacdes de ponto e delegdes de éxon que mudam o quadro de leitura e inter-
rompem, desse modo, a traducéo de proteina resultariam em DMD. Também deve ser
notado que alguns pacientes com BMD e DMD tém delecbdes de éxon que cobrem
multiplos éxons.

[011]A modulacao de splicing de pré-mRNA de distrofina mutante com oligor-
ribonucleotideos antissenso foi relatada tanto in vitro quanto in vivo (see e.g., Matsuo,
Masumura et al. 1991; Takeshima, Nishio et al. 1995; Pramono, Takeshima et al. 1996;
Dunckley, Eperon et al. 1997; Dunckley, Manoharan et al. 1998; Wilton, Lloyd et al.
1999; Mann, Honeyman et al. 2002; Errington, Mann et al. 2003).

[012]Os oligbmeros antissenso foram especificamente projetados para alvejar
regides especificas do pré-mRNA, tipicamente éxons para induzir ao salto de uma
mutacédo do gene de DMD assim restaurando essas mutagdes foram de quadro em
quadro para possibilitar a produgao proteina de distrofina funcional internamente en-
curtada. Tais oligbmeros antissenso foram conhecidos por alvejar completamente no
éxon (chamadas sequéncias internas de éxon) ou em um doador de splicing ou juncao
aceitante de splicing que cruza a partir do éxon para uma por¢ao do intron.

[013]A constatacao e o desenvolvimento de tais oligbmeros antissenso para
DMD foi uma area de pesquisa anterior. Estes desenvolvimentos incluem aqueles de:
(1) a University of Western Australia e Sarepta Therapeutics (requerente deste pe-
dido): documentos n?® WO 2006/000057; WO 2010/048586; WO 2011/057350; WO
2014/100714; WO 2014/153240; WO 2014/153220; (2) Academisch Ziekenhuis Lei-
den/Prosensa Technologies (agora BioMarin Pharmaceutical): documentos n® WO
02/24906; WO 2004/083432; WO 2004/083446; WO 2006/112705; WO 2007/133105;
WO 2009/139630; WO 2009/054725; WO 2010/050801; WO 2010/050802; WO
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2010/123369; WO 2013/112053; WO 2014/007620; (3) Carolinas Medical Center: do-
cumento n? WO 2012/109296; (4) Royal Holloway: patentes e pedidos que reivindicam
o beneficio de, e incluindo, nimeros de série U.S. 61/096.073 e 61/164.978; como US
8.084.601 e n® US 2017-0204413 (4) JCR Pharmaceuticals e Matsuo: U.S. 6.653.466;
patentes e pedidos que reivindicam o beneficio de, € incluindo, JP 2000-125448, como
US 6.653.467; patentes e pedidos que reivindicam o beneficio de, e incluindo, JP
2000-256547, como documentos n® US 6.727.355; WO 2004/048570; (5) Nippon
Shinyaku: documentos n® WO 2012/029986; WO 2013/100190; WO 2015/137409;
WO 2015/194520; e (6) Association Institut de Myologie/Universite Pierre et Marie Cu-
rie/Universitat Bern/Centre national de la Recherche Scientifique/Synthena AG: docu-
mentos n® WO 2010/115993; WO 2013/053928.

[014]A constatacdo e o desenvolvimento de oligbmeros antissenso conjuga-
dos com peptideos de penetracdo de célula para DMD também foi uma area de pes-
quisa (consultar a Publicagao n® PCT WO 2010/048586; Wu, B. et al., The American
Journal of Pathology, Volume 181 (2): 392 a 400, 2012; Wu, R. et al., Nucleic Acids
Research, Volume 35 (15): 5.182 a 5.191, 2007; Mulders, S. et al., 19" International
Congress of the World Muscle Society, Poster Presentation Berlin, outubro de 2014;
Bestas, B. et al., The Journal of Clinical Investigation, doi: 10.1172/JCI76175, 2014
Jearawiriyapaisarn, N. et al., Molecular Therapy, Volume 16(9): 1.624 a 1.629, 2008;
Jearawiriyapaisarn, N. et al., Cardiovascular Research, Volume 85: 444 a 453, 2010;
Moulton, H.M. et al., Biochemical Society Transactions, Volume 35 (4): 826 a 828,
2007; Yin, H. et al., Molecular Therapy, Volume 19 (7): 1.295 a 1.303, 2011; Abes, R.
et al., J. Pept. Sci., Volume 14: 455 a 460, 2008; Lebleu, B. et al., Advanced Drug
Delivery Reviews, Volume 60: 517 a 529, 2008; McClorey, G. et al., Gene Therapy,
Volume 13: 1.373 a 1.381, 2006 ; Alter, J. et al., Nature Medicine, Volume 12 (2): 175
a 177, 2006; e Youngblood, D. et al., American Chemical Society, Bioconjugate

Chem., 2007, 18 (1), paginas 50 a 60).
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[015]Os peptideos de penetragédo de célula (CPP), por exemplo, uma porg¢ao
quimica de transporte de peptideo rico em arginina, pode ser eficaz para intensificar
a penetracao de, por exemplo, um oligbmero antissenso conjugado com o CPP, em
uma célula.

[016]Apesar desses esforgos, ainda ha uma necessidade por oligbmeros an-
tissenso melhorados que alvejem éxon 53 e composi¢cdes farmacéuticas correspon-
dentes que sejam potencialmente Uteis para métodos terapéuticos para produzir dis-
trofina e tratar DMD.

Sumadrio da Divulgacio

[017]0s conjugados de oligdmero antissenso fornecidos no presente docu-
mento incluem uma porgéo quimica de oligdmero antissenso conjugada com um CPP.
Em um aspecto, a divulgacao fornece conjugados de oligdmero antissenso que com-
preendem:

[018]um oligdmero antissenso de 25 subunidades em comprimento com ca-
pacidade para ligar um alvo selecionado para induzir salto de éxon no gene da distrofia
humana, em que o oligbmero antissenso compreende uma sequéncia de bases que é
complementar a uma regido alvo de éxon 53 do pré-mRNA de distrofina designada
como um sitio de anelamento; e

[019]um peptideo de penetracao de célula (CPP) conjugado com o oligbmero
antissenso por uma porgao quimica ligante.

[020]Em algumas modalidades, o sitio de anelamento é H53A(+36+60).

[021]Em algumas modalidades, as bases do oligdmero antissenso séo ligadas
a estruturas de anel de morfolino, em que as estruturas de anel de morfolino séo uni-
das por ligacdes intersubunidade que contém fésforo que une um nitrogénio de mor-
folino de uma estrutura de anel a um carbono exociclico 5’ de uma estrutura de anel

adjacente. Em certas modalidades, o peptideo de penetracao de célula tem seis uni-
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dades de arginina (“Rs”) € a porg¢édo quimica ligante é uma glicina. Em algumas moda-
lidades, o oligbmero antissenso compreende uma sequéncia de bases designada

como a SEQ ID NO: 1.
[022]Em varios aspectos, a divulgagao fornece conjugados de oligbmero an-
tissenso que podem ser de acordo com a Férmula (I):
T
k[Oj/Nu
N

O=—=P——N(CHg);

@)
1

Ao

N

O=——=P——N(CH3),

| Q | 28 ]
Nu

3!

oj/
N
0%
HN o)
H,N N
NH
6

LS

[023]ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:
[024]cada Nu é uma nucleobase que tomada em conjunto forma uma sequén-
cia alvo; e

[025]T é uma porgao quimica selecionada de:
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o} 0}
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O=—=P——N(CH
O=—=P——N(CHy); (CFa)2 OH
o 0]

R §
[026]R' é C1-Cs alquila;
[027]em que a sequéncia alvo € complementar a um sitio de anelamento de
éxon 53 no pré-mRNA de distrofina designado como H53A(+36+60).
[028]Em outro aspecto, a divulgagao fornece conjugados de oligbmero antis-

senso de Formula (1V):

(IV)
[029]ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
[030]Em outro aspecto, a divulgagao fornece conjugados de oligbmero antis-

senso de Formula (IVA):
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(IVA).

[031]Em outro aspecto, a divulgagao fornece composigcdes farmacéuticas que
incluem os conjugados de oligbmero antissenso da divulgagéo, € um carreador farma-
ceuticamente aceitavel. Em algumas modalidades, o carreador farmaceuticamente
aceitavel é uma solugéo salina que inclui um tampao fosfato.

[032]Em outro aspecto, a divulgacao fornece um método para tratar distrofia
muscular de Duchenne (DMD) em um individuo que necessita do mesmo, em que o
individuo tem uma mutacéo do gene de distrofina que € passivel a salto de éxon 53,
em que o método compreende administrar ao individuo um conjugado de oligdmero
antissenso da divulgacdo. A divulgacao também aborda o uso de conjugados de oli-
gbmero antissenso da divulgacao, para a fabricagdo de um medicamento para trata-
mento de distrofia muscular de Duchenne (DMD) em um individuo que necessita do
mesmo, em que o individuo tem uma mutagao do gene de distrofina que é passivel a
salto de éxon 58.

[033]Em outro aspecto, a divulgacdo fornece um método para restaurar um
quadro de leitura de mRNA para induzir a producao de distrofina em um individuo que
tem uma mutacao do gene de distrofina que é passivel a salto de éxon 53, em que o

método compreende administrar ao individuo um conjugado de oligbmero antissenso
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da divulgacgao. Em outro aspecto, a divulgacéo fornece um método para excluir o éxon
53 de pré-mRNA de distrofina durante o processamento de mRNA em um individuo
que tem uma mutacao do gene de distrofina que é passivel a salto de éxon 53, em
que o método compreende administrar ao individuo um conjugado de oligdmero an-
tissenso da divulgacao. Em outro aspecto, a divulgacao fornece um método para ligar
o0 éxon 53 de pré-mRNA de distrofina em um individuo que tem uma mutagéo do gene
de distrofina que é passivel a salto de éxon 53, em que o0 método compreende admi-
nistrar ao individuo um conjugado de oligdmero antissenso da divulgacgao.

[034]Em outro aspecto, a divulgacao fornece um conjugado de oligdmero an-
tissenso da divulgacédo no presente documento para uso em terapia. Em certas mo-
dalidades, a divulgacao fornece um conjugado de oligdmero antissenso da divulgacao
para uso no tratamento de distrofia muscular de Duchenne. Em certas modalidades,
a divulgacao fornece um conjugado de oligbmero antissenso da divulgacao para uso
na fabricacdo de um medicamento para uso em terapia. Em certas modalidades, a
divulgacao fornece um conjugado de oligbmero antissenso da divulgacao para uso na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento de distrofia muscular de Duchenne.

[035]Em outro aspecto, a divulgacao também fornece kits para tratar distrofia
muscular de Duchenne (DMD) em um individuo que necessita do mesmo, em que o
individuo tem uma mutacéo do gene de distrofina que € passivel a salto de éxon 53,
cujos kits compreendem pelo menos um conjugado de oligbmero antissenso da pre-
sente divulgacéo, empacotado em um recipiente adequado e instru¢des para seu uso.

[036]Estes e outros objetos e recursos serdo mais completamente entendidos
quando a descricdo detalhada a seguir da divulgacéao for lida em combinagcdo com as
figuras.

Breve Descricio das Figuras

[037]A Figura 1 representa uma secao de pré-mRNA de distrofina normal e

mRBNA maduro.
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[038]A Figura 2 representa uma secado de pré-mRNA de distrofina anormal
(exemplo de DMD) e distrofina instavel ndao funcional resultante.

[039]A Figura 3 representa eteplirsen, projetado para saltar o éxon 51, restau-
racao de leitura “em quadro” de pré-mRNA.

[040]A Figura 4 fornece um grafico de barras da porcentagem de salto de éxon
53 em mioblastos humanos saudaveis por PMO n ¢1 e PPMO n %1 em varias concen-
tracdes 96 horas apos o tratamento, conforme medido por RT-PCR. Barras de erros
representam média £ SD.

[041]As Figuras 5A a 5D fornecem imagens representativas de analise de
Western Blot que mede a proteina de distrofina no quadriceps de camundongos mdx
tratados com PMO (PMO4225) ou PPMO (PPM0O4225) por pontos no tempo diferen-
tes [7 dias (5A), 30 dias (5B), 60 dias (5C), e 90 dias (5D)].

[042]A Figura 6A fornece um gréfico de linhas que representa a porcentagem
de distrofina de tipo selvagem induzida por PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPM0O4225)
no quadriceps de camundongos mdx por 90 dias pés-injecao, conforme determinado
por analise Western Blot.

[043]A Figura 6B fornece um gréfico de linhas que representa a porcentagem
de salto de éxon 23 induzido por PMO (PM04225) ou PPMO (PPMO4225) no quadri-
ceps de camundongos mdx por 90 dias pds-injecao, conforme determinado por RT-
PCR.

[044]As Figuras 7A a 7D fornecem imagens representativas de analise de
Western Blot que mede a proteina de distrofina no diafragma de camundongos mdx
tratados com PMO (PMO4225) ou PPMO (PPM0O4225) por pontos no tempo diferen-
tes [7 dias (5A), 30 dias (7B), 60 dias (7C), e 90 dias (5D)].

[045]A Figura 8A fornece um gréfico de linhas que representa a porcentagem
de distrofina de tipo selvagem induzida por PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPM0O4225)

no diafragma de camundongos mdx por 90 dias pés-injecdo, conforme determinado
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por analise Western Blot.

[046]A Figura 8B fornece um grafico de linhas que representa a porcentagem
de salto de éxon 23 induzido por PMO (PMO4225) ou PPMO (PPMO4225) no dia-
fragma de camundongos mdx por 90 dias pds-injecao, conforme determinado por RT-
PCR.

[047]As Figuras 9A a 9D fornecem imagens representativas de analise de
Western Blot que mede a proteina de distrofina no coragdo de camundongos mdx
tratados com PMO (PMO4225) ou PPMO (PPM0O4225) por pontos no tempo diferen-
tes [7 dias (5A), 30 dias (9B), 60 dias (9C), e 90 dias (5D)].

[048]A Figura 10A fornece um grafico de linhas que representa a porcentagem
de distrofina de tipo selvagem induzida por PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPM0O4225)
no coragao de camundongos mdx por 90 dias pds-injecao, conforme determinado por
andlise Western Blot.

[049]A Figura 10B fornece um grafico de linhas que representa a porcentagem
de salto de éxon 23 induzido por PMO (PMO4225) ou PPMO (PPMO4225) no coragao
de camundongos mdx por 90 dias péds-injecdo, conforme determinado por RT-PCR.

[050]A Figura 11 fornece analise de imuno-histoquimica que mostra distrofina
em quadriceps esquerdo de camundongo mdx induzida por PMO (PMO4225) ou
PPMO (PPMO4225).

[051]As Figuras 12A a 12B fornecem imagens representativas de andlise
Western Blot que mede a proteina de distrofina no coragdo de camundongos mdx
tratados com PMO (PMO4225) ou PPMO (PPMO4225) para doses diferentes: 40
mg/kg, 80 mg/kg, e 120 mg/kg.

[052]A Figura 13 fornece um grafico de barras que representa a porcentagem
de distrofina de tipo selvagem induzida por PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPM0O4225)
no coragao de camundongos mdx conforme determinado por anélise Western Blot 30

dias pés-injecao em doses diferentes: 40 mg/kg, 80 mg/kg, e 120 mg/kg.
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[053]As Figuras 14A a 14B fornecem imagens representativas de andlise
Western Blot que mede a proteina de distrofina no diafragma de camundongos mdx
tratados com PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPMO4225) para doses diferentes de 40
mg/kg, 80 mg/kg, e 120 mg/kg.

[054]A Figura 15 fornece um grafico de barras que representa a porcentagem
de distrofina de tipo selvagem induzida por PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPM0O4225)
no diafragma de camundongos mdx conforme determinado por analise Western Blot
30 dias pés-injecdo em doses diferentes: 40 mg/kg, 80 mg/kg, € 120 mg/kg.

[055]As Figuras 16A a 16B fornecem imagens representativas de andlise
Western Blot que mede a proteina de distrofina no quadriceps de camundongos mdx
tratados com PMO (PMO4225) ou PPMO (PPMO4225) em doses diferentes: 40
mg/kg, 80 mg/kg, e 120 mg/kg.

[056]A Figura 17 fornece um grafico de barras que representa a porcentagem
de distrofina de tipo selvagem induzida por PMO (PM0O4225) ou PPMO (PPM0O4225)
no quadriceps de camundongos mdx conforme determinado por anélise Western Blot
30 dias pés-injecdo em doses diferentes: 40 mg/kg, 80 mg/kg, € 120 mg/kg.

[057]A Figura 18 mostra os ciclos de acoplamento realizados por Método de
Sintese de PMO B.

[058]A Figura 19 fornece a analise de imuno-histoquimica que mostra a dis-
trofina e laminina em diafragma e coracdo de camundongo mdx induzida por PPMO
(PPMO4225) em comparagdo com a solugéo salina em camundongos mdx € camun-
dongos do tipo selvagem.

[059]A Figura 20 fornece um grafico de barras da porcentagem de salto de
éxon 53 em miotubos humanos saudaveis por PMO n® 1 ¢ PPMO n? 1 em varias con-
centracOes 96 horas apos o tratamento, conforme medido por RT-PCR. As barras de
erro representam media = SD.

Descricdo Detalhada da Divulgacio

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 25/196



15/148

[060]As modalidades da presente divulgacao se referem geralmente a conju-
gados de oligbmero antissenso melhorados, e métodos de uso dos mesmos, 0s quais
sdo especificamente projetados para induzir salto de éxon no gene da distrofia hu-
mana. A distrofia tem uma funcéo vital na fungdo muscular, e varias doencgas relacio-
nadas ao musculo sdo caracterizadas por formas que sofreram mutagcédo desse gene.
Entdo, em certas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso melhorados
descritos no presente documento induzem salto de éxon em formas que sofreram mu-
tacdo do gene da distrofia humana, como os genes de distrofina que sofreram muta-
céo encontrados em distrofia muscular de Duchenne (DMD) e distrofia muscular de
Becker (BMD).

[061]Devido a eventos de splicing de mRNA aberrantes causados por muta-
cOes, esses genes de distrofina humana que sofreram mutacdo expressam proteina
de distrofina defeituosa ou ndo expressam distrofina mensuravel, uma afecg¢do que
leva a varias formas de distrofia muscular. Para remediar esta afecgéo, os conjugados
de oligbmero antissenso da presente divulgacao hibridizam a regides selecionadas de
um mRNA pré-processado de um gene da distrofia humana que sofreu mutacao, in-
duzem salto de éxon e splicing diferencial no mRNA de distrofina submetido a splicing
aberrante de outro modo, e assim permitem que células musculares produzam uma
transcricao de mRNA que codifica uma proteina de distrofina funcional. Em certas
modalidades, a proteina de distrofina resultante ndo é necessariamente a forma do
“tipo selvagem” de distrofina, mas em vez disso, € uma forma truncada, ainda funcio-
nal, de distrofina.

[062]Aumentando-se os niveis de proteina de distrofina funcional em células
musculares, essas € modalidades relacionadas séo Uteis na profilaxia e no tratamento
de distrofia muscular, especialmente aquelas formas de distrofia muscular, como DMD

e BMD, que sao caracterizadas pela expressao de proteinas de distrofina defeituosas
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devido ao splicing de mRNA. Os conjugados de oligbmero antissenso especificos des-
critos no presente documento fornecem adicionalmente o alvejamento especifico de
distrofina-éxon melhorado sobre outros oligdmeros, e assim oferecem vantagens sig-
nificantes e praticas sobre métodos alternativas para tratar formas relevantes de dis-
trofia muscular.

[063]Desse modo, a divulgacao se refere a conjugados de oligbmero antis-
senso que compreendem:

[064]um oligdmero antissenso de 25 subunidades em comprimento com ca-
pacidade para ligar um alvo selecionado para induzir salto de éxon no gene da distrofia
humana, em que o oligbmero antissenso compreende uma sequéncia de bases que é
complementar a uma regido alvo de éxon 53 do pré-mRNA de distrofina designada
como um sitio de anelamento; e

[065]um peptideo de penetracao de célula (CPP) conjugado com o oligbmero
antissenso por uma porgao quimica ligante.

[066]Em algumas modalidades, o sitio de anelamento é H53A(+36+60).

[067]Em algumas modalidades, as bases do oligdmero antissenso sdo ligadas
a estruturas de anel de morfolino, em que as estruturas de anel de morfolino sdo uni-
das por ligacdes intersubunidade que contém fésforo que une um nitrogénio de mor-
folino de uma estrutura de anel a um carbono exociclico 5’ de uma estrutura de anel
adjacente. Em certas modalidades, o peptideo de penetracdo de célula é Rs e a por-
cdo quimica ligante é uma glicina. Em algumas modalidades, o oligbmero antissenso
compreende a sequéncia de bases designada como a SEQ ID NO: 1, em que cada
base timina (T) é opcionalmente uma base uracila (U).

[068]A menos que definido de outro modo, todos os termos técnicos e cienti-
ficos usados no presente documento tém o mesmo significado que o comumente en-
tendido por aqueles de habilidade comum na técnica a qual a divulgagéo pertence.

Embora quaisquer métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos
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no presente documento possam ser usados na pratica ou teste da presente divulga-
cdo, métodos € materiais preferenciais sdo descritos. Com os propésitos da presente
divulgacao, os termos a seguir sdo definidos abaixo.

. Definicdes

[069]Por “cerca de” entende-se uma quantidade, nivel, valor, nimero, fre-
quéncia, porcentagem, dimensao, tamanho, quantidade, peso ou comprimento que
varia por até 30, 25, 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 ou 1% a uma quantidade de
referéncia, nivel, valor, nimero, frequéncia, porcentagem, dimenséo, tamanho, quan-
tidade, peso ou comprimento.

[070]O termo “alquila”, conforme usado no presente documento, a menos que
especificado de outro modo, se refere a um hidrocarboneto linear ou ramificado satu-
rado. Em certas modalidades, o grupo alquila € um hidrocarboneto primario, secunda-
rio ou terciario. Em certas modalidades, o grupo alquila inclui um a dez atomos de
carbono, isto €, C1 a C1o alquila. Em certas modalidades, o grupo alquila inclui um a
seis atomos de carbono, isto é, C1 a Cs alquila. Em certas modalidades, o grupo alquila
é selecionado do grupo que consiste em metila, CFs, CCls, CFCl2, CF2Cl, etila,
CH2CFs, CF2CFs3, propila, isopropila, butila, isobutila, sec-butila, t-butila, pentila, iso-
pentila, neopentila, hexila, iso-hexila, 3-metilpentila, 2,2-dimetilbutila, e 2,3-dimetilbu-
tila. O termo inclui tanto os grupos alquila substituida quanto ndo substituida, incluindo
grupos alquila halogenada. Em certas modalidades, o grupo alquila é um grupo alquila
fluorinada. Os exemplos nado limitantes de porgdes quimicas com as quais o grupo
alquila pode ser substituido sdo selecionadas a partir do grupo que consiste em halo-
génio (flaor, cloro, bromo, ou iodo), hidroxila, amino, alquilamino, arilamino, alcéxi,
ariloxi, nitro, ciano, 4cido sulfnico, sulfato, acido fosfonico, fosfato, ou fosfonato, ndo
protegido ou protegido conforme necessario, conforme conhecido por aqueles versa-
dos na técnica, por exemplo, conforme ensinado em Greene, et al., Protective Groups

in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, Segunda Edicao, 1991, aqui incorporado
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a titulo de referéncia.

[071]"Passivel a salto de éxon 53" conforme usado no presente documento
com relagdo a um individuo ou paciente é destinado a incluir individuos e pacientes
que tém uma ou mais mutacdes no gene de distrofina que, ausentes no salto de éxon
53 do pré-mRNA de distrofina, faz com que o quadro de leitura esteja foram de quadro,
assim rompendo a traducao de pré-mRNA que leva a uma incapacidade do individuo
ou paciente para produzir a distrofina funcional ou semifuncional. Os exemplos de
mutag¢des no gene de distrofina que sdo passiveis a salto de éxon 53 incluem, por
exemplo, mutacdes exclusado de: éxons 42 a 52, éxons 45 a 52, éxons 47 a 52, éxons
48 a 52, éxons 49 a 52, éxons 50 a 52, ou éxon 52. Determinar a possibilidade de um
paciente ter uma mutagédo no gene de distrofina que é passivel a salto de éxon tam-
bém esta dentro do alcance de uma pessoa versada na técnica (consultar, por exem-
plo, Aartsma-Rus et al. (2009) Hum Mutat. 30:293 a 299; Gurvich et al., Hum Mutat.
2009; 30(4) 633 a 640; e Fletcher et al. (2010) Molecular Therapy 18(6) 1.218 a
1.223.).

[072]0 termo “oligbmero” conforme usado no presente documento se refere a
uma sequéncia de subunidades conectadas por ligagdes intersubunidades. Em certos
casos, o termo “oligbmero” é usado em referéncia a um “oligdmero antissenso”. Para
“oligbmeros antissenso”, cada subunidade consiste em: (i) um agucar de ribose ou um
derivado do mesmo; e (ii) uma nucleobase ligada ao mesmo, de modo que a ordem
das porgdes quimicas de emparelhamento de bases forme uma sequéncia base que
€ complementar a uma sequéncia alvo num &cido nucleico (tipicamente um RNA) por
emparelhamento de base de Watson-Crick, para formar um heteroduplex de acido
nucleico:oligdmero na sequéncia alvo desde que a subunidade, a ligagao intersubuni-
dade, ou ambos néo sejam de ocorréncia natural. Em certas modalidades, o oligdmero
antissenso € um PMO. Em outras modalidades, o oligdmero antissenso € um fosforo-

tioato de 2’-O-metila. Em outras modalidades, o oligdmero antissenso da divulgacao
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€ um &cido nucleico de peptideo (PNA), um acido nucleico travado (LNA), ou um acido
nucleico em ponte (BNA), como acido nucleico em ponte de 2'-O,4'-C-etileno (ENA).
As modalidades exemplificativas adicionais sao descritas no presente documento.

[073]Os termos “complementar” e “complementaridade” se referem a dois ou
mais oligbmeros (isto €, cada um compreende uma sequéncia de nucleobase) que
séo relacionados um com o outro por regras de emparelhamento de base de Watson-
Crick. Por exemplo, a sequéncia de nucleobase “T-G-A (5'>3’),” € complementar a
sequéncia de nucleobase “A-C-T (3'> 5).” A complementaridade pode ser “parcial’,
em que menos do que todas as nucleobases da dada sequéncia de nucleobase sao
correspondidas a outra sequéncia de nucleobase de acordo com regras de empare-
lhamento de base. Por exemplo, em algumas modalidades, a complementaridade en-
tre uma dada sequéncia de nucleobase e a outra sequéncia de nucleobase pode ser
cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90% ou cerca
de 95%. Ou pode haver complementaridade “completa” ou “perfeita” (100%) entre
uma dada sequéncia de nucleobase € a outra sequéncia de nucleobase para continuar
o exemplo. O grau de complementaridade entre sequéncias de nucleobase tem efeitos
significantes na eficacia e forga de hibridizacdo entre as sequéncias.

[074]0s termos “quantidade eficaz” e “quantidade terapeuticamente eficaz”
sdo usados de modo intercambidvel no presente documento e se referem a uma quan-
tidade de composto terapéutico, como um oligbmero antissenso, administrado a um
individuo mamifero, como uma dose Unica ou como parte de uma série de doses, a
qual é eficaz para produzir um efeito terapéutico desejavel. Para um oligbmero antis-
senso, esse efeito é tipicamente trazido inibindo-se a tradugéo ou processamento de
splicing natural de uma sequéncia alvo selecionada, ou produzindo-se uma quanti-
dade clinicamente significante de distrofina (significancia estatistica).

[075]Em algumas modalidades, uma quantidade eficaz é pelo menos 10
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mg/kg, ou pelo menos 20 mg/kg de uma composicao incluindo um oligbmero antis-
senso por um periodo de tempo para tratar o individuo. Em algumas modalidades,
uma quantidade eficaz € pelo menos 20 mg/kg de uma composigéo incluindo um oli-
gbmero antissenso para aumentar o nimero de fibras positivas em distrofina em um
individuo a pelo menos 20% de normal. Em certas modalidades, uma quantidade efi-
caz € 10 mg/kg, ou pelo menos 20 mg/kg de uma composicao incluindo um oligbmero
antissenso para estabilizar, manter ou melhorar a distancia de caminhada de um dé-
ficit de 20%, por exemplo, em um 6 MWT, em um paciente, em relagdo a um par
saudavel. Em varias modalidades, uma quantidade eficaz € pelo menos 10 mg/kg a
cerca de 30 mg/kg, pelo menos 20 mg/kg a cerca de 30 mg/kg, cerca de 25 mg/kg a
cerca de 30 mg/kg, ou cerca de 30 mg/kg a cerca de 50 mg/kg. Em algumas modali-
dades, uma quantidade eficaz é cerca de 10 mg/kg, cerca de 20 mg/kg, cerca de 30
mg/kg, ou cerca de 50 mg/kg. Em outro aspecto, uma quantidade eficaz é pelo menos
cerca de 10 mg/kg, cerca de 20 mg/kg, cerca de 25 mg/kg, cerca de 30 mg/kg, ou
cerca de 30 mg/kg a cerca de 50 mg/kg, por pelo menos 24 semanas, pelo menos 36
semanas, ou pelo menos 48 semanas, para assim aumentar o numero de fibras posi-
tivas em distrofina em um individuo a pelo menos 20%, cerca de 30%, cerca de 40%,
cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de 90%, cerca de
95% de normal, e estabilizar ou melhorar a distancia de caminhada a partir de um
déficit de 20%, por exemplo em um 6 MWT, no paciente em relagdo a um par sauda-
vel. Em algumas modalidades, o tratamento aumenta o nimero de fibras positivas em
distrofina a 20 a 60%, ou 30 a 50% de normal no paciente.

[076]Para “intensificar’ ou “que intensifica”, ou “aumentar” ou “que aumenta”,
ou “estimular” ou “que estimula”, se referem geralmente a capacidade de um ou mais
conjugados de oligbmero antissenso ou composi¢des farmacéuticas para produzir ou

causar uma resposta fisiolégica maior (isto é, efeitos a jusante) em uma célula ou um
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individuo, em comparac¢do com a resposta causada por nenhum conjugado de olig6-
mero antissenso ou um composto de controle. Uma resposta fisiolégica maior pode
incluir a expressao aumentada de uma forma funcional de uma proteina de distrofina,
ou atividade biolégica relacionada a distrofina aumentada em tecido muscular, entre
outras respostas evidentes a partir do entendimento na técnica e na descrigdo no pre-
sente documento. A funcdo muscular aumentada também pode ser medida, incluindo
aumentos ou melhoras em fungdo muscular por cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,
7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, ou
100%. A porcentagem de fibras musculares que expressam uma distrofina funcional
também pode ser medida, incluindo expressao de distrofina aumentada em cerca de
1%, 2%, 5%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, ou 100% de fibras musculares.
Por exemplo, foi mostrado que cerca de 40% de melhora de fungao muscular pode
ocorrer se 25 a 30% de fibras expressarem distrofina (consultar, por exemplo, Dello-
Russo et al, Proc Natl Acad Sci USA 99: 12.979 a 12.984, 2002). Uma quantidade
“aumentada” ou “intensificada” € tipicamente uma quantidade “estatisticamente signi-
ficante”, e pode incluir um aumento que € 1,1,1,2,2,3,4,5,6,7, 8, 9, 10, 15, 20, 30,
40, 50 ou mais vezes (por exemplo, 500, 1.000 vezes, incluindo todos os nimeros
inteiros e pontos decimais entre e acima de 1), por exemplo, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) a
quantidade produzida por nenhum conjugado de oligbmero antissenso (a auséncia de
um agente) ou um composto de controle.

[077]Conforme usado no presente documento, os termos “funcdo” e “funcio-
nal” e semelhantes se referem a uma funcao biologica, enzimatica ou terapéutica.

[078]Uma proteina de distrofina “funcional” se refere geralmente a uma prote-
ina de distrofina que tem atividade biolégica suficiente para reduzir a degradacao pro-

gressiva de tecido muscular que é carateristico de outro modo de distrofia muscular,
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tipicamente em comparagao com a forma alterada ou “defeituosa” de proteina de dis-
trofina que esta presente em certos individuos com DMD ou BMD. Em certas modali-
dades, uma proteina de distrofina funcional pode ter cerca de 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, ou 100% (incluindo todos os numeros inteiros entre os
mesmos) da atividade bioldgica in vitro ou in vivo de distrofina de tipo selvagem, con-
forme medido de acordo com técnicas de rotina na técnica. Como um exemplo, a ati-
vidade relacionada a distrofina em culturas musculares in vitro pode ser medida de
acordo com tamanho de miotubo, organizagao de miofibrila (ou desorganizacao), ati-
vidade contratil, e agrupamento espontaneo de receptores de acetilcolina (consultar,
por exemplo, Brown et al., Journal of Cell Science. 112:209 a 216, 1999). Os modelos
animais também sao recursos valiosos para estudar a patogénese de doenca, e for-
necer um meio para testar atividade relacionada a distrofina. Dois dos modelos ani-
mais mais amplamente usados para pesquisa de DMD sao o camundongo mdx e o
cdo com distrofia muscular golden retriever (GRMD), ambos os quais sao negativos
em distrofina (consultar, por exemplo, Collins & Morgan, Int J Exp Pathol 84: 165 a
172, 2003). Esses e outros modelos animais podem ser usados para medir a atividade
funcional de varias proteinas de distrofina. S&o incluidas formas truncadas de distro-
fina, como aquelas formas que sao produzidas seguindo a administracdo de certos
conjugados de oligbmero antissenso de salto de éxon da presente divulgacao.
[079]0s termos “divergéncia” ou “divergéncias” se referem a uma ou mais nu-
cleobases (contiguas ou separadas) em uma sequéncia de nucleobase de oligbmero
que nao é correspondida a um pré-mRNA alvo de acordo com regras de emparelha-
mento de base. Embora a complementaridade perfeita seja frequentemente desejavel,
algumas modalidades podem incluir um ou mais, mas preferencialmente 6, 5, 4, 3, 2,
ou 1 divergéncias em relagdo ao pré-mRNA alvo. As variagdes em qualquer localiza-
cdo no oligbmero sao incluidas. Em certas modalidades, os conjugados de oligbmero

antissenso da divulgacao incluem variagdes em sequéncia de nucleobase proximas
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as variacoes de terminais no interior, e, se presentes, estado tipicamente dentro de 6,
5, 4, 3, 2, ou 1 subunidades do terminal 5' e/ou 3'.
[080]0s termos “morfolino”, “oligbmero morfolino”, e “PMO” se referem a um

oligbmero de morfolino de fosforodiamidato da estrutura geral a seguir:

H;C
“N—

7/

1.q
P=
H,C (')
k[O Nu
J
[081]e conforme descrito na Figura 2 de Summerton, J., et al., Antisense &
Nucleic Acid Drug Development, 7: 187 a 195 (1997). Morfolinos conforme descrito no
presente documento incluem todos os esterecisdmeros e tautdmeros da estrutura ge-
ral supracitada. As caracteristicas de sintese, estruturas e ligagéo de oligbmeros de
morfolino sdo detalhadas nas Patentes n® U.S.: 5.698.685; 5.217.866; 5.142.047;
5.034.506; 5.166.315; 5.521.063; 5.506.337; 8.076.476; e 8.299.206; todas as quais
sdo incorporadas ao presente documento a titulo de referéncia.
[082]Em certas modalidades, um morfolino é conjugado na extremidade 5’ ou

3’ do oligbmero com uma porgao quimica de “cauda” para aumentar sua estabilidade

e/ou solubilidade. As caudas exemplificativas incluem:
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[083]Das porgdes quimicas de cauda exemplificativas acima, “TEG” ou “EG3”

se refere a por¢ao quimica de cauda a seguir:

(0] 0]

e

O=—=P——N(CH3),

oY

[084]Das porgdes quimicas de cauda exemplificativas acima, “GT” se refere a

0]

porcao quimica de cauda a seguir:
NH,

H5;C
\N

O=P_N(CH3)2

Y

[085]Conforme usado no presente documento, os termos “-G-Re” e “-G-Res-Ac”

(0]

sdo usados intercambiavelmente e se refere a uma por¢cao quimica de peptideo con-
jugada com um oligbmero antissenso da divulgacdo. Em varias modalidades, “G” re-
presenta um residuo glicina conjugado com “Rs” por uma ligacao de amida, e cada
“R” representa um residuo arginina conjugado em conjunto por ligacoes de amida de
modo que “Rs” signifique seis (6) residuos de arginina conjugados juntos por ligacoes
de amida. Os residuos de arginina podem ter qualquer configuracdo estérica, por
exemplo, os residuos de arginina podem ser residuos de L-arginina, residuos de D-
arginina, ou uma mistura de residuos de D- e L-arginina. Em certas modalidades, “-G-
Re” ou “-G-Re-Ac” € conjugado com o nitrogénio de anel morfolino da subunidade de

morfolino mais 3’ de um oligbmero antissenso de PMO da divulgacédo. Em algumas
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modalidades, “-G-Re” ou “-G-Res-Ac” € conjugado com a extremidade 3’ de um olig6-

mero antissenso da divulgacao e € da formula a seguir:
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[086]0s termos “nucleobase” (Nu), “porcdao quimica de emparelhamento de

NH

base” ou “base” sdo usados intercambiavelmente para se referir a uma base purina
ou pirimidina encontrada em DNA ou RNA de ocorréncia natural ou “nativo” (por exem-
plo, uracila, timina, adenina, citosina, e guanina), assim como analogos dessas puri-
nas e pirimidinas de ocorréncia natural. Estes analogos podem conferir propriedades
melhoradas, como afinidade de ligagédo, ao oligbmero. Os anélogos exemplificativos
incluem hipoxantina (o componente base de inosina); 2,6-diaminopurina; 5-metil cito-
sina; pirimidinas modificadas com C5-propinila; 10-(9-(aminoetoxi)fenoxazinil) (pinga
em G) e semelhantes.

[087]0s exemplos adicionais de por¢des quimicas de emparelhamento de
base incluem, mas sem limitagcdo, uracila, timina, adenina, citosina, guanina e hi-

poxantina (inosina) que tem seus respectivos grupos amino protegidos por grupos de

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 36/196



26/148

protecéo acila, 2-fluorouracila, 2-fluorocitosina, 5-bromouracila, 5-iodouracila, 2,6-dia-
minopurina, azacitosina, analogos de pirimidina, como pseudoisocitosina e pseudou-
racila e outras nucleobases modificadas, como purinas 8-substituidas, xantina, ou hi-
poxantina (em que as Ultimas sao os produtos de degradacao natural). As nucleoba-
ses modificadas divulgadas em: Chiu e Rana, RNA, 2003, 9, 1.034 a 1.048; Limbach
et al. Nucleic Acids Research, 1994, 22, 2.183 a 2.196; e Revankar e Rao, Com-
prehensive Natural Products Chemistry, volume 7, 313; também sao contemplados,
cujos conteldos sao incorporados ao presente documento a titulo de referéncia.
[088]0s exemplos adicionais de por¢des quimicas de emparelhamento de
base incluem, mas sem limitacédo, nucleobases de tamanho expandido em que um ou
mais anéis de benzeno foram adicionados. Substituicdes de base de acido nucleico
descritas em: the Glen Research catalog (www.glenresearch.com); Krueger AT et al.,
Acc. Chem. Res., 2007, 40, 141 a 150; Kool, ET, Acc. Chem. Res., 2002, 35, 936 a
943; Benner S.A., et al., Nat. Rev. Genet., 2005, 6, 553 a 543; Romesberg, F.E., et al.,
Curr. Opin. Chem. Biol., 2003, 7, 723 a 733; e Hirao, I., Curr. Opin. Chem. Biol., 20086,
10, 622 a 627; cujo conteudo é incorporado ao presente documento a titulo de refe-
réncia, sdo contempladas como Uteis nos conjugados de oligdbmero antissenso des-
critos no presente documento. Os exemplos de nucleobases de tamanho expandido

incluem aqueles mostrados abaixo, assim como formas tautoméricas dos mesmos.
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[089]As expressdes “administracdo parentérica” e “administrado de modo pa-
rentérico” conforme usado no presente documento significam modos de administracao
diferentes de administracao entérica e tdpica, usualmente por injecéo, e incluem, sem
limitagao, inje¢do e infusado intravenosas, intramusculares, intra-arteriais, intratecais,
intracapsulares, intraorbitais, intracardiacas, intradérmicas, intraperitoneais, transtra-
queais, subcutaneas, subcuticulares, intra-articulares, subcapsulares, subaracnoides,
intraespinhais e intraesternais.

[090]Para clareza, as estruturas da divulgagao incluindo, por exemplo, Fér-
mula (1V), sdo continuas a partir de 5’ a 3’, e, para a conveniéncia de representacao
da estrutura inteira em forma compacta, varios cortes de ilustragcdo marcados como
“CORTE A”, “CORTE B” e “CORTE C” foram incluidos. Conforme seria entendido por
uma pessoa versada na técnica, por exemplo, cada indicagdao de “CORTE A” mostra
uma continuagao da ilustracao da estrutura nesses pontos. A pessoa versada na téc-
nica entende que o mesmo € verdadeiro para cada caso de “CORTE B” e para
“CORTE C” nas estruturas acima. Nenhum dos cortes de ilustragao, entretanto, é des-

tinado a indicar, nem a pessoa versada na técnica entender que os mesmos signifi-

cam, uma descontinuacao real da estrutura acima.
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[091]Conforme usado no presente documento, um conjunto de chaves usado
em uma férmula estrutural indica que o recurso estrutural entre os parénteses é repe-
tido. Em algumas modalidades, as chaves usadas podem ser “[“ e “]”, e, em certas
modalidades, as chaves usadas para indicar recursos estruturais em repeticado podem
ser “(“ e “)”. Em algumas modalidades, o nimero de iteragdes de repeticdo do recurso
estrutural entre as chaves é o numero indicado fora das chaves, como 2, 3, 4, 5, 6, 7,
e assim por diante. Em varias modalidades, o niUmero de iteragcbes de repeticdo do
recurso estrutural entre as chaves é indicado por uma variavel indicada fora das cha-
ves, como “Z”.

[092]Conforme usado no presente documento, uma ligacdo reta ou uma liga-
cdo embaralhada desenhada para um carbono quiral ou atomo de fésforo em uma
formula estrutural indica que a estereoquimica do carbono quiral ou fésforo é ndo de-
finida e destinada a incluir todas as formas do centro quiral. Os exemplos de tais ilus-

tracbes sdo representados abaixo.

N N
- > 2
N O=——=P——N(CH), . P

[093]A expresséao “farmaceuticamente aceitavel” significa que a substancia ou
composicao deve ser compativel, quimicamente e/ou toxicologicamente, com 0s ou-
tros ingredientes que compreendem uma formulagéo, e/ou o individuo tratado com a
mesma.

[094]A expressdo “carreador farmaceuticamente aceitavel” conforme usado
no presente documento, significa uma carga, diluente, material de encapsulagao ou

formulacao ndo-toxica, sélida inerte, semissolida ou liquida, ou formulagao auxiliar de
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qualquer tipo. Alguns exemplos de materiais que podem servir como carreadores far-
maceuticamente aceitaveis sdo: acucares, como lactose, glucose, € sacarose; ami-
dos, como amido de milho e amido de batata; celulose e seus derivados, como carbo-
ximetil celulose sédica, etil celulose, e acetato de celulose; tragacanto em pd; malte;
gelatina; talco; excipientes, como manteiga de cacau e ceras supositorias; 6leos,
como bleo de amendoim, éleo de semente de algodao, éleo de acafrdo-bastardo, éleo
de gergelim, éleo de oliva, éleo de milho e éleo de soja; glicois, como propileno glicol;
ésteres, como oleato de etila e laurato de etila; agar; agentes tamponantes, com hi-
dréxido de magnésio e hidréxido de aluminio; acido alginico; agua livre de pirogénio;
solugdo salina isotbnica; solucao de Ringer; alcool etilico; solugdes de tampéao fosfato;
lubrificantes compativeis ndo toxicos, como lauril sulfato de sédio e estearato de mag-
nésio; agentes de coloracdo; agentes de liberacao; agentes de revestimento; agentes
adocantes; agentes aromatizantes; agentes perfumantes; conservantes; e antioxidan-
tes; de acordo com o julgamento do formulador.

[095]0 termo “restauracdo” em relacao a sintese ou producéo de distrofina se
refere geralmente a producédo de uma proteina de distrofina incluindo formas trunca-
das de distrofina em um paciente com distrofia muscular apds tratamento com um
conjugado de oligbmero antissenso descrito no presente documento. Em algumas mo-
dalidades, o tratamento resulta em um aumento na produgao de distrofina inovadora
em um paciente por 1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, ou
100% (incluindo todos 0s numeros inteiros entre 0s mesmos). Em algumas modalida-
des, o tratamento aumenta o nimero de fibras positivas em distrofina para pelo menos
cerca de 20%, cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de
70%, cerca de 80%, cerca de 90%, ou cerca de 95% a 100% do normal no individuo.
Em outras modalidades, o tratamento aumenta o nimero de fibras positivas em dis-
trofina a cerca de 20% a cerca de 60%, ou cerca de 30% a cerca de 50%, do normal

no individuo. A porcentagem de fibras positivas em distrofina em um paciente que
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segue o tratamento pode ser determinada por uma bidépsia muscular com o uso de
técnicas conhecidas. Por exemplo, uma bidépsia muscular pode ser tomada a partir de
um musculo adequado, como o musculo biceps brachii em um paciente.

[096]A andlise da porcentagem de fibras positivas em distrofina pode ser rea-
lizada pré-tratamento e/ou pos-tratamento ou em pontos no tempo ao longo do curso
de tratamento. Em algumas modalidades, uma bidpsia p6s-tratamento é tomada a
partir do musculo contralateral da bidpsia pré-tratamento. A andlise de expressao de
distrofina pré e pés-tratamento pode ser realizada com o uso de qualquer ensaio ade-
quado para distrofina. Em algumas modalidades, a detec¢do imuno-histoquimica é
realizada em sec¢des de tecido da bidpsia muscular com o uso de um anticorpo que é
um marcador para distrofina, como um anticorpo monoclonal ou policlonal. Por exem-
plo, o anticorpo MANDYS106 pode ser usado, o qual € um marcador altamente sen-
sivel para distrofina. Qualquer anticorpo secundario adequado pode ser usado.

[097]Em algumas modalidades, a porcentagem de fibras positivas em distro-
fina é calculada dividindo-se o numero de fibras positivas pelas fibras totais contadas.
As amostras de musculo normais tém 100% de fibras positivas em distrofina. Portanto,
a porcentagem de fibras positivas em distrofina pode ser expressada como a porcen-
tagem de normal. Para controlar a presenca de niveis de traco de distrofina no mus-
culo de pré-tratamento, assim como fibras revertentes, uma linha de base pode ser
definida com o uso de sec¢des de musculos de pré-tratamento de um paciente durante
a contagem de fibras positivas em distrofina em musculos pés-tratamento. Isso pode
ser usado como um limiar para contar fibras positivas em distrofina em secdes de
musculo pds-tratamento naquele paciente. Em outras modalidades, as secdes de te-
cido manchado com anticorpo também podem ser usadas para quantificacdo de dis-
trofina com o uso de software de analise de imagem Bioquant (Bioquant Image

Analysis Corporation, Nashville, TN). A intensidade de sinal de fluorescéncia de dis-

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 41/196



31/148

trofina total pode ser relatada como uma porcentagem de normal. Além disso, a ana-
lise de Western blot com anticorpos antidistrofina monoclonais ou policlonais pode ser
usada para determinar a porcentagem de fibras positivas em distrofina. Por exemplo,
o anticorpo anti-distrofina NCL-Dys1 de Leica Biosystems pode ser usado. A porcen-
tagem de fibras positivas em distrofina também pode ser analisada determinando-se
a expressao dos componentes do complexo de sarcoglicano (,y) e/ou NOS neuronal.

[098]Em algumas modalidades, o tratamento com um conjugado de oligbmero
antissenso da divulgacao atrasa ou reduz a disfungéo e/ou insuficiéncia muscular res-
piratoria progressiva em pacientes com DMD em relagdo ao que seria esperado sem
tratamento. Em algumas modalidades, o tratamento com um conjugado de oligdmero
antissenso da divulgacéo pode reduzir ou eliminar a necessidade por assisténcia de
ventilagcao que seria esperada sem o tratamento. Em algumas modalidades, as medi-
cOes de fungao respiratdria para acompanhar o curso da doencga, assim como a ava-
liacdo de intervencdes terapéuticas potenciais incluem pressao inspiratéria maxima
(MIP), pressao expiratéria maxima (MEP), e capacidade vital forcada (FVC). MIP e
MEP medem o nivel de pressao que uma pessoa pode gerar durante inalagdo e exa-
lacdo, respectivamente, e sdo medidas sensiveis de forca de musculo respiratério.
MIP é uma medida de fraqueza muscular de diafragma.

[099]Em algumas modalidades, MEP pode cair antes das mudangas em ou-
tros testes de fungao pulmonar, incluindo MIP e FVC. Em certas modalidades, MEP
pode ser um indicador inicial de disfungao respiratéria. Em certas modalidades, FVC
pode ser usado para medir 0 volume total de ar expelido durante exalacéo forgada
apoés a inspiragdo maxima. Em pacientes com DMD, FVC aumenta concomitante-
mente com o crescimento fisico até o inicio da adolescéncia. Entretanto, a medida que
0 crescimento atrasa ou € impedido por progresso da doenca, € a fraqueza de mus-
culo progride, a capacidade vital entra em uma fase descendente e cai em uma taxa

média de cerca de 8 a 8,5 por cento por ano apds 10 a 12 anos de idade. Em certas
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modalidades, a porcentagem de MIP prevista (MIP ajustada por peso), a porcentagem
de MEP prevista (MEP ajustada por idade), € a porcentagem de FVC prevista (FVC
ajustada por idade e altura) sdo andlises de suporte.

[0100]Os termos “individuo” e “paciente” conforme usado no presente docu-
mento incluem qualquer animal que exibe um sintoma, ou tem risco de exibir um sin-
toma, que pode ser tratado com um conjugado de oligbmero antissenso da divulgacao,
como um individuo (ou paciente) que tem ou tem risco de ter DMD ou BMD, ou qual-
quer um dos sintomas associados a estas afecgdes (por exemplo, perda de fibra mus-
cular). Os individuos adequados (ou pacientes) incluem animais de laboratério (como
camundongo, rato, coelho, ou porquinho-da-india), animais de fazenda, e animais do-
mésticos ou animais de estimacéo (como um cao ou gato). Os primatas nao humanos
e, preferencialmente, pacientes humanos (ou sujeitos), sédo incluidos. Também sao
incluidos os métodos para produzir distrofina em um individuo (ou paciente) que tem
uma mutagao do gene de distrofina que é passivel a salto de éxon 51.

[0101]As expressbes “administracdo sistémica”, “administrada sistemica-

mente”, “administracédo periférica” e “administrado perifericamente” conforme usado
no presente documento significam a administragdo de um composto, farmaco ou outro
material diferente de diretamente no sistema nervoso central, de modo que entre no
sistema do paciente e, desse modo, seja submetido ao metabolismo e outros proces-
sos semelhantes, por exemplo, administracdo subcuténea.

[0102]A expressdo “sequéncia alvo” se refere a uma sequéncia de nucleoba-
ses de um oligbmero que € complementar a uma sequéncia de nucleotideos em um
pré-mRNA alvo. Em algumas modalidades da divulgagao, a sequéncia de nucleoti-
deos no pré-mRNA alvo € um sitio de anelamento de éxon 51 no pré-mRNA de dis-
trofina designado como H51A(+66+95).

[0103]0O “tratamento” de um individuo (por exemplo, um mamifero, como um

ser humano) ou uma célula é qualquer tipo de intervencao usada em uma tentativa de
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alterar o curso natural do individuo ou célula. O tratamento inclui, mas sem limitacéo,
a administracdo de um oligbmero ou uma composicao farmacéutica do mesmo, e pode
ser realizada profilaticamente ou subsequente a iniciagdo de um evento patolégico ou
contato com um agente etiologico. O tratamento inclui qualquer efeito desejavel nos
sintomas ou patologia de uma doencga ou afecgcdo associada a proteina de distrofina,
como em certas formas de distrofia muscular, e pode incluir, por exemplo, mudancgas
ou melhoras minimas em um ou mais marcadores mensuraveis da doencga ou afecg¢ao
tratada. Também s&o incluidos tratamentos “profilaticos”, os quais podem ser direcio-
nados a reducdo da taxa de progresso da doenga ou afecgdao em tratamento, retardar
0 inicio daquela doencga ou afeccgdo, ou reduzir a severidade de seu inicio. “Trata-
mento” ou “profilaxia” ndo necessariamente indicam erradicagdo completa, cura ou
prevencao da doenca ou afecgao, ou sintomas associados dos mesmos.

[0104]Em algumas modalidades, o tratamento com um conjugado de olig6-
mero antissenso da divulgagcdo aumenta a producao de distrofina inovadora, retarda
a progressao de doenca, atrasa ou reduz a perda de ambulagao, reduz a inflamacao
muscular, reduz danos musculares, melhora a fungdo muscular, reduz a perda de fun-
cao pulmonar, e/ou intensifica a regeneragdo muscular que seria esperada sem trata-
mento. Em algumas modalidades, o tratamento mantém, retarda ou atrasa a progres-
sdo de doenga. Em algumas modalidades, o tratamento mantém a ambulagéo ou re-
duz a perda de ambulagdao. Em algumas modalidades, o tratamento mantém a fungéo
pulmonar ou reduz a perda de fungdo pulmonar. Em algumas modalidades, o trata-
mento mantém ou aumenta uma distancia de caminhada estavel em um paciente,
conforme medido por, por exemplo, o Teste de Caminhada de 6 Minutos (6EMWT). Em
algumas modalidades, o tratamento mantém ou reduz o tempo para caminhar/correr
10 metros (isto €, o teste de caminhada/corrida de 10 metros). Em algumas modalida-
des, o tratamento mantém ou reduz o tempo para levantar de posicao de supinacao

(isto é, teste de tempo para levantar). Em algumas modalidades, o tratamento mantém
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ou reduz o tempo para subir quatro escadas padrao (isto ¢, o teste de subida de quatro
escadas). Em algumas modalidades, o tratamento mantém ou reduz a inflamacgao
muscular no paciente, conforme medido por, por exemplo, MRI (por exemplo, MRI dos
musculos da perna). Em algumas modalidades, MRI mede T2 e/ou fragao de gordura
para identificar a degeneragéo muscular. MRI pode identificar mudangas em estrutura
e composicdo musculares causadas por inflamacéo, edema, danos musculares, e in-
filtragcao de gordura.

[0105]Em algumas modalidades, o tratamento com um conjugado de olig6-
mero antissenso da divulgacdo aumenta a producgao de distrofina inovadora e atrasa
ou reduz a perda de ambulagao que seria esperada sem o tratamento. Por exemplo,
o tratamento pode estabilizar, manter, melhorar ou aumentar a capacidade para ca-
minhar (por exemplo, estabilizacdo de ambulagéo) no individuo. Em algumas modali-
dades, o tratamento mantém ou aumenta uma distancia de caminhada estavel em um
paciente, conforme medido por, por exemplo, o Teste de Caminhada de 6 Minutos
(6MWT), descrito por McDonald, et al. (Muscle Nerve, 2010; 42:966 a 974, incorpo-
rado ao presente documento a titulo de referéncia). Uma mudancga na Distancia de
Caminhada de 6 Minutos (6BMWD) pode ser expressada como um valor absoluto, uma
mudanca de porcentagem ou uma mudancga na % de valor previsto. Em algumas mo-
dalidades, o tratamento mantém ou melhora uma distancia de caminhada estavel em
um 6MWT de um déficit de 20% no individuo em relagdo a um par saudavel. O de-
sempenho de um paciente com DMD no 6MWT em relacdo ao desempenho tipico de
um par saudavel pode ser determinado calculando-se uma % de valor previsto. Por
exemplo, a % de 6MWD prevista pode ser calculada com o uso da equagao a seguir
para machos: 196,72 + (39,81 x idade) — (1,36 x idade?) + (132,28 x altura em metros).
Para fémeas, a % de 6MWD prevista pode ser calculada com o uso da equacédo a
seguir: 188,61 + (51,50 x idade) — (1,86 x idade?) + (86,10 x altura em metros) (Hen-

ricson et al. PLoS Curr., 2012, versao 2, incorporado ao presente documento a titulo
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de referéncia). Em algumas modalidades, o tratamento com um oligdmero antissenso
aumenta a distancia de caminhada estavel no paciente a partir da linha de base para
maior do que 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, ou 50 metros (incluindo todos os
nuameros inteiros entre 0s mesmos).

[0106]A perda de fungdao muscular em pacientes com DMD pode ocorrer con-
tra o fundo de crescimento e desenvolvimento infantil. Certamente, as criangas mais
jovens com DMD podem mostrar um aumento em distancia caminhada durante 6MWT
ao longo do curso de cerca de 1 ano apesar de prejuizo muscular progressivo. Em
algumas modalidades, o 6MWD de pacientes com DMD é comparado a desenvolver
tipicamente os individuos de controle e para dados normativos de individuos corres-
pondentes em idade e sexo. Em algumas modalidades, o crescimento e o desenvol-
vimento normais podem ser considerados com o uso de uma equagao com base em
idade e altura ajustada a dados normativos. Tal equacao pode ser usada para conver-
ter BMWD a uma porcentagem de valor previsto (% prevista) em individuos com DMD.
Em certas modalidades, a analise de % prevista de dados de 6MWD representa um
método para responder por crescimento e desenvolvimento normal, e pode mostrar
que ganhos em funcdo em idades precoces (por exemplo, menos do que ou igual a
idade 7) se representam estaveis em vez de melhorar as capacidades em pacientes
com DMD (Henricson et al. PLoS Curr., 2012, versao 2, incorporado ao presente do-
cumento a titulo de referéncia).

[0107]Um sistema de nomenclatura de molécula antissenso foi proposto e pu-
blicado para se distinguir entre as moléculas antissenso diferentes (consultar Mann et
al., (2002) J Gen Med 4, 644 a 654). Essa nomenclatura se tornou especialmente
relevante durante o teste de diversas moléculas antissenso levemente diferentes, to-
das direcionadas na mesma regiao alvo, conforme mostrado abaixo:

H#A/D(x:y).
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[0108]A primeira letra designa as espécies (por exemplo H: humano, M: mu-
rino, C: canino). “N%” designa o numero de éxon de distrofina alvo. “A/D” indica sitio
de splicing aceitante ou doador no comego e fim do éxon, respectivamente. (x y) re-
presenta as coordenadas de anelamento em que “-” ou “+” indicam sequéncias intro-
nicas ou exdnicas, respectivamente. Por exemplo, A(-6+18) indicaria as ultimas 6 ba-
ses do intron que precedem o éxon alvo e as primeiras 18 bases do éxon alvo. O sitio
de splicing mais proximo seria 0 aceitante para que essas coordenadas sejam prece-
didas com um “A”. Descrever coordenadas de anelamento no sitio de splicing doador
poderia ser D(+2-18) enquanto as Ultimas 2 bases ex06nicas e as primeiras 18 bases
intrénicas correspondem ao sitio de anelamento da molécula antissenso. As coorde-
nadas de anelamento inteiramente exdnicas seriam representadas por A(+65+85),
que é o sitio entre 0 652 e 85° nucleotideo do comeco daquele éxon.

Il. Oligbmeros Antissenso

A. Conjugados de Oligbmero Antissenso projetados para induzir salto de éxon

[0109]Em certas modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso da di-
vulgacao sdo complementares a uma regiao alvo de éxon 53 do gene de distrofina e
induzem o salto de éxon 53. Em particular, a divulgacao se refere a conjugados de
oligbmero antissenso complementares a uma regiao alvo de éxon 53 do pré-mRNA
de distrofina designado como um sitio de anelamento. Em algumas modalidades, o
sitio de anelamento é H53A(+36+60).

[0110]Os conjugados de oligbmero antissenso da divulgacao alvejam pré-
mMRNA de distrofina e induzem o salto de éxon 53, de modo que sejam excluidos ou
saltados da transcricdo de mRNA submetida a splicing madura. Saltando-se o éxon
53, o quadro de leitura rompido € restaurado para uma mutagdao em quadro. Embora
DMD seja compreendido de varios subtipos genéticos, conjugados de oligbmero an-

tissenso da divulgacao foram especificamente projetados para saltar o éxon 53 de
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pré-mRNA de distrofina. As muta¢des de DMD passiveis a salto de éxon 53 compre-
endem um subgrupo de pacientes com DMD (8%).

[0111]A sequéncia de nucleobase de um conjugado de oligbmero antissenso
que induz o salto de éxon 53 é projetada para ser complementar a uma sequéncia
alvo especifica dentro do éxon 53 de pré-mRNA de distrofina. Em algumas modalida-
des, um oligbmero antissenso do conjugado de oligdmero antissenso € um PMO em
gue cada anel morfolino do PMO ¢ ligado a uma nucleobase incluindo, por exemplo,
nucleobases encontradas em DNA (adenina, citosina, guanina, e timina).

B. Recursos de Quimica de Oligbmero

[0112]Os conjugados de oligbmero antissenso da divulgacdo podem empre-
gar uma variedade de produtos quimicos de oligbmero antissenso. Os exemplos de
produtos quimicos de oligdmero incluem, sem limitagao, oligdmeros de morfolino, oli-
gbmeros modificados com fosforotioato, oligdmeros modificados com 2° O-metila,
acido nucleico de peptideo (PNA), acido nucleico travado (LNA), oligdmeros de fosfo-
rotioato, oligdbmeros modificados com 2’ O-MOE, oligdmero modificado com 2’-fluoro,
acidos nucleicos com ponte de 2'0,4'C (ENAS), triciclo-DNAs, subunidades de triciclo-
DNA fosforotioato, oligdmeros modificados com 2'-O-[2-(N-metilcarbamoil)etila], inclu-
indo combinagdes de qualquer um dos supracitados. Fosforotioato e quimicas modifi-
cadas com 2’-O-Me podem ser combinados para gerar uma cadeia principal de 2’0O-
Me-fosforotioato. Consultar, por exemplo, as Publicagées n® PCT W0O/2013/112053 e
WO/2009/008725, as quais sao incorporadas ao presente documento a titulo de refe-
réncia em suas totalidades. As modalidades exemplificativas de produtos quimicos de
oligbmero da divulgacao sao adicionalmente descritas abaixo.

1. Acidos Nucleicos de Peptideo (pnas)

[0113]O0s acidos nucleicos de peptideo (PNAs) sdo andlogos de DNA nos
quais a cadeia principal é estruturalmente homomorfa com uma cadeia principal de

desoxirribose, que consiste em unidades de N-(2-aminoetil) glicina as quais as bases
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de pirimidina ou purina sao ligadas. Os PNAs que contém bases de pirimidina e purina
naturais hibridizam para oligdmeros complementares que obedecem regras de empa-
relhamento de base de Watson-Crick, e mimetizam DNA em termos de reconheci-
mento de par de bases (Egholm, Buchardt et al. 1993). A cadeia principal de PNAs é
formada por ligacoes de peptideo em vez de ligacdes de fosfodiéster, tornando as
mesmas bem adequadas para aplicagdes antissenso (consultar estrutura abaixo). A
cadeia principal é ndao carregada, resultando em duplexacbes de PNA/DNA ou
PNA/RNA que exibem estabilidade térmica maior do que normal. PNAs ndo séo reco-
nhecidos por nucleases ou proteases. Um exemplo ndo limitante de um PNA é repre-

sentado abaixo.

Usnidade ’ Ex
fie

Repeticiio N“““\”i\

PMA
[0114]Apesar de uma mudanca estrutural de radical na estrutura natural, os
PNAs tém capacidade para ligacao especifica de sequéncia em uma forma de hélice
para DNA ou RNA. As caracteristicas de PNAs incluem uma alta afinidade de ligagéao
para DNA ou RNA complementar, um efeito desestabilizante causado por divergéncia
de base Unica, resisténcia a nucleases e proteases, hibridizagdo com DNA ou RNA
independente de concentragdo de sal e formacao de triplexagdo com DNA de homo-

purina. PANAGENE™ desenvolveu seus mondmeros de Bts PNA proprietarios (Bts;
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grupo benzotiazol-2-sulfonila) e processo de oligomerizagao proprietério. A oligomeri-
zacao de PNA com o uso de mondmeros Bts PNA é composta de ciclos repetitivos de
desprotecao, acoplamento e capeamento. PNAs podem ser produzidos sintetica-
mente com o uso de qualquer técnica conhecida na técnica. Consultar, por exemplo,
Patentes n° U.S.: 6.969.766; 7.211.668; 7.022.851; 7.125.994; 7.145.006; e
7.179.896. Também consultar as Patentes n® U.S.: 5.539.082; 5.714.331; € 5.719.262
para a preparacdo de PNAs. O ensinamento adicional de compostos de PNA pode ser
encontrado em Nielsen et al., Science, 254:1.497 a 1.500, 1991. Cada um dos supra-
citados € incorporado a titulo de referéncia em sua totalidade.

2. Acidos Nucleicos Travados (Inas)

[0115]O0s conjugados de oligdmero antissenso também podem conter subuni-
dades de “acido nucleico travado” (LNAs). “LNAs” sdo um membro de uma classe de
modificagdes chamadas de acido nucleico com ponte (BNA). BNA é caracterizado por
uma ligagdo covalente que trava a conformagédo do anel de ribose em um C30-endo
sugar pucker (northern). Para LNA, a ponte é composta de um metileno entre as po-
sicbes 2’-O e 4’-C. LNA intensifica a pré-organizacao de cadeia principal e empilha-
mento de base para aumentar a hibridizacao e estabilidade térmica.

[0116]As estruturas de LNAs podem ser encontradas, por exemplo, em Wen-
gel, et al., Chemical Communications (1998) 455; Koshkin et al., Tetrahedron (1998)
54:3607; Jesper Wengel, Accounts of Chem. Research (1999) 32:301; Obika, et al.,
Tetrahedron Letters (1997) 38:8735; Obika, et al., Tetrahedron Letters (1998) 39:5401;
e Obika, et al., Bioorganic Medicinal Chemistry (2008) 16:9.230, os quais s&o incorpo-
rados ao presente documento a titulo de referéncia, em sua totalidade. Um exemplo

nao limitante de um LNA é representado abaixo.
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EXA

[0117]0s conjugados de oligbmero antissenso da divulgagcédo podem incorpo-
rar um ou mais LNAs; em alguns casos, os conjugados de oligbmero antissenso po-
dem ser inteiramente compostos de LNAs. Os métodos para a sintese de subunidades
de nucleosideo de LNA e sua incorporacao em oligbmeros sao descritos, por exemplo,
nas Patentes n? U.S.: 7.572.582; 7.569.575; 7.084.125; 7.060.809; 7.053.207;
7.034.133; 6.794.499; e 6.670.461; em que cada um € incorporado ao presente docu-
mento a titulo de referéncia, em sua totalidade. Os ligantes intersubunidade tipicos
incluem porgoes quimicas fosfodiéster e fosforodioato; alternativamente, os ligantes
que nao contém fosforo podem ser empregados. As modalidades adicionais incluem
um LNA que contém conjugado de oligbmero antissenso em que cada subunidade de
LNA é separada por uma subunidade de DNA. Certos conjugados de oligbmero antis-
senso sao compostos de subunidades LNA e DNA alternantes em que o ligante inter-
subunidade é fosforotioato.

[0118]Acidos nucleicos de ponte de 2'0,4'C-etileno (ENAs) sdo outro membro

da classe de BNAs. Um exemplo sem limitacdo € representado abaixo.
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la VS

Base

ENA
[0119]0ligbmeros de ENA e sua preparacao sdo descritos em Obika et al.,
Tetrahedron Lett (1997) 38 (50): 8.735, que esta incorporado aqui a titulo de referéncia
em sua totalidade. Os conjugados de oligbmero antissenso da divulgagdo podem in-
corporar uma ou mais subunidades de ENA.

3. Acido Nucleico Desblogueado (una)

[0120]O0s conjugados de oligdmero antissenso também podem conter subuni-
dades de 4cido nucleico desbloqueado (UNA). Oligbmeros de UNAs e UNA sdo um
analogo de RNA no qual a ligagdo C2'-C3' da subunidade foi clivada. Enquanto LNA
é restringido de maneira conformacional (com relagdo ao DNA e RNA), UNA é muito
flexivel. UNAs sao divulgados, por exemplo, no documento n® WO 2016/070166. Um
exemplo sem limitacdo de um UNA é representado abaixo.

base

0
O

& OH

/
O=
,P ™~ base

o

o OH

[0121]Ligantes entre subunidades tipicos incluem por¢des quimicas de fosfo-

diéster e fosforotioato; alternativamente, ligantes que nao contém fésforo podem ser
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empregados.

4. Fosforotioatos

[0122]“Fosforotioatos” (ou oligos S) sdo uma variante de DNA normal na qual
um dos oxigénios sem ponte é substituido por um enxofre. Um exemplo sem limitagéo

de um fosforotioato é representado abaixo.
BASE

v

BASE

IV P

[0123]A sulfurizagéo da ligacao internucleotideo reduz a acao de endo e exo-
nucleases que inclui exonuclease POL 1 de DNA 5’ a 3’ e 3’ a 5, nucleases S1 e P1,
RNases, nucleases séricas e fosfodiesterase de veneno de cobra. Fosforotioatos sédo
produzidos através de duas rotas principais: através da acao de uma solugao de en-
xofre elementar em dissulfeto de carbono em um fosfonato de hidrogénio, ou através
do método de sulfurizagdo de triésteres de fosfito com dissulfeto de tetraetiltiurama
(TETD) ou 1,1-di6xido de 3H-1,2-bensoditiol-3-ona (BDTD) (consultar, por exemplo,
lyer et al., J. Org. Chem. 55, 4.693 a 4.699, 1990, que esta incorporado aqui a titulo
de referéncia em sua totalidade). Os ultimos métodos evitam o problema de insolubi-
lidade do enxofre elementar na maioria dos solventes organicos e a toxicidade de
dissulfeto de carbono. Os métodos TETD e BDTD também rendem fosforotioatos de
pureza superior.

5. Subunidades De Triciclo-Dnas E Triciclo-Fosforotioato

[0124]Triciclo-DNAs (tc-DNA) sdo uma classe de analogos de DNA restritos

nos quais cada nucleotideo é modificado pela introducao de um anel de ciclopropano
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para restringir flexibilidade conformacional da estrutura principal e para otimizar a ge-
ometria de estrutura principal do angulo de torsdo y. tc-DNAs que contém adenina e
timina homobasicos formam pares de base A-T extraordinariamente estaveis com
RNAs complementares. Triciclo-DNAs e sua sintese sédo descritos na Publicagdo de
Pedido de Patente Internacional n® WO 2010/115993, que esta incorporada aqui a
titulo de referéncia em sua totalidade. Os conjugados de oligbmero antissenso da di-
vulgacao podem incorporar uma ou mais subunidades de triciclo-DNA; em alguns ca-
s0s, 0s conjugados de oligbmero antissenso podem ser inteiramente compostos por
subunidades de triciclo-DNA.

[0125]Subunidades de triciclo-fosforotioato sdo subunidades de triciclo-DNA
com ligacdes entre subunidades de fosforotioato. Subunidades de triciclo-fosforotioato
e sua sintese sdo descritas na Publicacao de Pedido de Patente Internacional n® WO
2013/053928, que esta incorporada aqui a titulo de referéncia em sua totalidade. Os
conjugados de oligbmero antissenso da divulgacdo podem incorporar uma ou mais
subunidades de triciclo-DNA; em alguns casos, os conjugados de oligdmero antis-
senso podem ser inteiramente compostos por subunidades de triciclo-DNA. Um exem-
plo sem limitacdo de uma subunidade de triciclo-DNA/triciclo-fosfotioato é represen-

tado abaixo.

6. Oligdbmeros de 2’ O-Metila, 2° O-MOE e 2’-F
[0126]Moléculas de “oligbmero de 2’-O-Me” carregam um grupo metila no re-
siduo 2’-OH da molécula de ribose. RNAs 2’-O-Me mostram o0 mesmo (ou similar)

comportamento que o DNA, porém, sdo protegidos contra degradacao de nuclease.
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RNAs 2’-O-Me também podem ser combinados com oligbmeros de fosforotioato
(PTOs) para estabilizacdo adicional. Oligbmeros de 2'0O-Me (fosfodiéster ou fosfotio-
ato) podem ser sintetizados de acordo com técnicas de rotina na arte (consultar, por
exemplo, Yoo et al., Nucleic Acids Res. 32:2.008 a 16, 2004, que esta incorporado
aqui a titulo de referéncia em sua totalidade). Um exemplo sem limitagéao de um olig6-

mero de 2° O-Me é representado abaixo.

2' O-Me

[0127]0ligbmeros de 2’ O-metoxietila (2’-O MOE) carregam um grupo metoxi-
etila no residuo 2’-OH da molécula de ribose e sdo abordados em Martin et al., Helv.
Chim. Acta, 78, 486 a 504, 1995, que esta incorporado aqui a titulo de referéncia em
sua totalidade. Um exemplo sem limitagdo de uma subunidade de 2’0 MOE é repre-

sentado abaixo.

$
Oj 8
O
(3) O\/’\OMe
MOE

[0128]0ligbmeros de 2’-fluoro (2’-F) tém um radical de flior na posi¢do 2’ no
lugar de 2°OH. Um exemplo sem limitacdo de um oligdmero de 2’-F é representado

abaixo.
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[0129]0ligbmeros de 2’-fluoro sdo descritos adicionalmente no documento n®
WO 2004/043977, que esta incorporado aqui a titulo de referéncia em sua totalidade.

[0130]0ligbmeros de 2'0O-metila, 2° O-MOE e 2’-F também podem compreen-

der uma ou mais ligacdes de fosforotioato (PS) conforme representado abaixo.

3 s 3
0O OCH 0O O 0O F
’ i ~"ocu, b
0=P—$ o=l—s O=r—s
0 B
O OCH O 0 O F
: g ~"ocu, 5

PS de 2°0O-Metila PS de 220-MOE PS de 2’-F
[0131]Adicionalmente, oligdmeros de 2'0O-metila, 2° O-MOE e 2’-F podem
compreender ligagdes entre subunidades de PS ao longo do oligbmero, por exemplo,

como na dispersao de oligdmero de PS de 2’0O-metila representada abaixo.
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[0132]Alternativamente, ol

compreender ligac

abaixo.
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[0133]em que:

[0134]R € CH2CH20CH3 (metoxietila ou MOE); e

[0135]x, y e z denotam o0 nimero de nucleotideos contidos em cada uma das
regides asa 5', intervalo central e asa 3' designadas, respectivamente.

[0136]0s conjugados de oligbmero antissenso da divulgagcédo podem incorpo-
rar uma ou mais subunidades de 2° O-metila, 2° O-MOE e 2’-F e podem utilizar qual-
quer uma das ligacdes entre subunidades descritas aqui. Em alguns casos, um con-
jugado de oligbmero antissenso da divulgacado pode ser composto inteiramente por
subunidades de 2°0O-metila, 2° O-MOE ou 2’-F. Uma modalidade de um conjugado de
oligdmero antissenso da divulgagéao é composta inteiramente por subunidades de 2°0O-
metila.

7. Oligbmeros de 2'-O-[2-(N-METILCARBAMOIL)ETILA] (MCES)

[0137]MCEs sao outro exemplo de ribonucleosideos de 2’0 modificados Uteis

nos conjugados de oligbmero antissenso da divulgagao. Aqui, 0 2°0OH é derivado para
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uma porcdo quimica de 2-(N-metilcarbamoil)etila para aumentar a resisténcia a nu-

clease. Um exemplo sem limitagdo de um oligdmero de MCE é representado abaixo.
o

E};\NH
o
HO o
0 o NHCH,
¥
¥ p !
o
. &
0:_,;?_&0 NTo
J %
o é\v/»\fr,NHCH; o
\K o, 7N
O—MP\\ 0 \N"&O
oo ©° lifﬂﬂ
oH O NHOH
\/\T 3
3]
MCE

[0138]MCEs e sua sintese sao descritos em Yamada et al., J. Org. Chem.
(2011) 76(9):3.042 a 53, que esta incorporado aqui a titulo de referéncia em sua tota-
lidade. Os conjugados de oligbmero antissenso da divulgacdo podem incorporar uma
ou mais subunidades de MCE.

8. Oligbmeros Especificos Estéreos

[0139]0ligbmeros especificos estéreos sdo aqueles nos quais a estereoqui-
mica de cada ligacdo que contém fésforo € fixada pelo método de sintese de modo
que um oligbmero substancialmente estéreo puro seja produzido. Um exemplo sem

limitacdo de um oligbmero especifico estéreo é representado abaixo.
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[0140]No exemplo acima, cada fésforo do oligdmero tem a mesma configura-
cao estérea. Exemplos adicionais incluem os oligdbmeros descritos acima. Por exem-
plo, oligbmeros a base de LNAs, ENAs, Triciclo-DNAs, MCEs, 2’ O-Metila, 2° O-MOE,
2’-F e morfolino podem ser preparados com ligagoes entre nucleosideos que contém
fosforo especifico estéreo, tais como, por exemplo, fosforotioato, fosfodiéster, fosfora-
midato, fosforodiamidato ou outras ligagbes entre nucleosideos que contém fosforo.
Oligbmeros especificos estéreos, métodos de preparagao, sintese quiral controlada,
projeto quiral e auxiliares quirais para uso na preparacgao de tais oligbmeros sao de-
talhados, por exemplo, nos documentos n? WO02017192664, W02017192679,
W02017062862, W02017015575, W02017015555, W02015107425,
W02015108048, W020151080486, W02015108047, W02012039448,
W02010064146, W02011034072, W02014010250, W02014012081,
W020130127858 e W0O2011005761, em que cada um esté incorporado aqui a titulo
de referéncia em sua totalidade.

[0141]0ligbmeros especificos estéreos podem ter ligacbes entre nucleosi-
deos que contém fésforo em uma configuracao Rp ou Se. Ligacdes que contém fésforo
quiral nas quais a configuracao estéreo das ligacoes é controlada sdo denominadas

“estéreo pura”, enquanto ligacdes que contém fésforo quiral nas quais a configuragao
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estéreo das ligacdes é descontrolada é denominada “estéreo aleatéria”. Em determi-
nadas modalidades, os oligdmeros da divulgacdo compreendem uma pluralidade de
ligacdes estéreo puras e estéreo aleatdrias, de modo que o oligdmero resultante tenha
subunidades estéreo puras nas posigdes pré-especificadas do oligbmero. Um exem-
plo da localizagdo das subunidades estéreo puras é fornecido na Publicacdo de Pe-
dido de Patente Internacional n® WO 2017/062862 A2 nas Figuras 7A e 7B. Em uma
modalidade, todas as ligacdes que contém fésforo quiral em um oligbmero sao estéreo
aleat6rias. Em uma modalidade, todas as ligacdes que contém fésforo quiral em um
oligbmero sdo estéreo puras.

[0142]Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fos-
foro quiral (em que n é um numero inteiro igual a 1 ou maior), em que todos os n das
ligagbes que contém fosforo quiral no oligdbmero sdo estéreo aleatérias. Em uma mo-
dalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fosforo quiral (em que n € um
namero inteiro igual a 1 ou maior), em que todos os n das ligacdes que contém fésforo
quiral no oligdmero sédo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligdmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 10% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligagcdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 20% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligagcdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 30% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligagdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 40% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligacdes que contém fés-

foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
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ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 50% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligacdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 60% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligacdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 70% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligacdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 80% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligagcdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras. Em uma modalidade de um oligbmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
pelo menos 90% (até o numero inteiro mais préximo) das n ligacdes que contém fés-
foro no oligbmero sdo estéreo puras.

[0143]Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fos-
foro quiral (em que n € um ndmero inteiro igual a 1 ou maior), o oligbmero contém pelo
menos 2 ligacdes que contém fésforo estéreo puras contiguas da mesma orientagéo
estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagbes que
contém fésforo quiral (em que n € um ndmero inteiro igual a 1 ou maior), o oligbmero
contém pelo menos 3 ligagdes que contém fésforo estéreo puras contiguas da mesma
orientacao estérea (isto é, Sp ou Rp). Em uma modalidade de um oligdmero com n
ligacdes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior),
o oligbmero contém pelo menos 4 ligacdes que contém fésforo estéreo puras conti-
guas da mesma orientacdo estérea (isto €, Sp ou Rp). Em uma modalidade de um
oligbmero com n ligagcbes que contém fésforo quiral (em que n € um numero inteiro

igual a 1 ou maior), o oligdbmero contém pelo menos 5 ligagées que contém fésforo

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 62/196



52/148

estéreo puras contiguas da mesma orientacdo estérea (isto €, Sp ou Rp). Em uma
modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n é
um numero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdmero contém pelo menos 6 ligacdes que
contém fésforo estéreo puras contiguas da mesma orientagao estérea (isto é, Sp ou
Re). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fésforo quiral
(em que n é um ndmero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdmero contém pelo menos 7
ligagbes que contém fosforo estéreo puras contiguas da mesma orientacdo estérea
(isto é, Sp ou Re). Em uma modalidade de um oligdmero com n ligagdes que contém
fosforo quiral (em que n é um numero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdmero contém
pelo menos 8 ligacdes que contém fosforo estéreo puras contiguas da mesma orien-
tacdo estérea (isto €, Sp ou Ap). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagdes
que contém fésforo quiral (em que n é um namero inteiro igual a 1 ou maior), o oligd-
mero contém pelo menos 9 ligagdes que contém fésforo estéreo puras contiguas da
mesma orientacao estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de um oligbmero
com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n é um numero inteiro igual a 1 ou
maior), o oligdmero contém pelo menos 10 ligagdes que contém fosforo estéreo puras
contiguas da mesma orientacdo estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de
um oligdmero com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n € um ndmero inteiro
igual a 1 ou maior), o oligbmero contém pelo menos 11 ligagdes que contém fosforo
estéreo puras contiguas da mesma orientacao estérea (isto é, Sp ou ARp). Em uma
modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n é
um numero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdbmero contém pelo menos 12 ligacdes
que contém fosforo estéreo puras contiguas da mesma orientacao estérea (isto é, Sp
ou Re). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fosforo
quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdmero contém pelo
menos 13 liga¢des que contém fésforo estéreo puras contiguas da mesma orientagédo

estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagbes que
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contém fésforo quiral (em que n € um ndmero inteiro igual a 1 ou maior), o oligbmero
contém pelo menos 14 ligacées que contém fésforo estéreo puras contiguas da
mesma orientacao estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de um oligbmero
com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n é um numero inteiro igual a 1 ou
maior), o oligdmero contém pelo menos 15 ligagdes que contém fosforo estéreo puras
contiguas da mesma orientacdo estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de
um oligdmero com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n € um ndmero inteiro
igual a 1 ou maior), o oligbmero contém pelo menos 16 ligagdes que contém fosforo
estéreo puras contiguas da mesma orientacao estérea (isto é, Sp ou ARp). Em uma
modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n é
um numero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdbmero contém pelo menos 17 ligacdes
que contém fosforo estéreo puras contiguas da mesma orientacao estérea (isto é, Sp
ou Re). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagdes que contém fosforo
quiral (em que n € um numero inteiro igual a 1 ou maior), o oligdmero contém pelo
menos 18 ligacdes que contém fésforo estéreo puras contiguas da mesma orientagéao
estérea (isto €, Sp ou Rr). Em uma modalidade de um oligbmero com n ligagbes que
contém fésforo quiral (em que n € um ndmero inteiro igual a 1 ou maior), o oligbmero
contém pelo menos 19 ligacbes que contém fésforo estéreo puras contiguas da
mesma orientagao estérea (isto é, Sp ou Rr). Em uma modalidade de um oligbmero
com n ligagdes que contém fésforo quiral (em que n é um numero inteiro igual a 1 ou
maior), o oligdmero contém pelo menos 20 ligagdes que contém fosforo estéreo puras
contiguas da mesma orientacao estérea (isto €, Sp ou Rp).

9. Oligbmeros de Morfolino

[0144]Modalidades exemplificativas da divulgacao se refere a oligbmeros de

morfolino de fosforodiamidato da seguinte estrutura geral:
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N
H3C\ I
,N—P =0
H
k[Oj/Nu

[0145]e conforme descrito na Figura 2 de Summerton, J., et al., Antisense &
Nucleic Acid Drug Development, 7: 187 a 195 (1997). Morfolinos, conforme descritos
no presente documento, sdo destinados a cobrir todos os esterecisémeros e tautbme-
ros da estrutura geral supracitada. A sintese, as estruturas e as caracteristicas de
ligacdo de oligdmeros de morfolino sdo detalhadas nos documentos de Patente n®
U.S.: 5.698.685; 5.217.866; 5.142.047; 5.034.506; 5.166.315; 5.521.063; 5.506.337;
8.076.476; e 8.299.206, em que todos estdo incorporados no presente documento a
titulo de referéncia.

[0146]Em determinadas modalidades, um morfolino é conjugado na extremi-
dade 5’ ou 3’ do oligbmero com uma porgdo quimica de “cauda” para aumentar sua

estabilidade e/ou solubilidade. Caudas exemplificativas incluem:

9

O—P_N(CH3)2

~/

o)
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H;C
\N

O—P_N(CH3)2

N
, e

L

[0147]Em varias modalidades, um conjugado de oligbmero antissenso da di-

vulgacao é de acordo com a Férmula (I):
T
k[‘)j/“”
N

O=——P——N(CH3),

o

O—P——N(CH3),

l

] 28

i \
oj/ 3
N
O)ﬁ
HN o)
HzN N
NH
6

77k

Nu
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[0148]ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:

[0149]cada Nu é uma nucleobase que tomada em conjunto forma uma se-
quéncia alvo;

[0150]T é uma porgcao quimica selecionada de:

° ° 0 NH,

3
N
R1
\N
! |
O=P_N(CH3)2

0]

|
N Y L

R' é C1-Ce alquila;
[0151]em que a sequéncia alvo é complementar a um sitio de anelamento de

éxon 53 no pré-mRNA de distrofina designado como H53A(+36+60).

O O
HO \
[Nj
N
O:P_N(CH3)2
0]
[0152]Em varias modalidades, T é \;

[0153]Em varias modalidades, R' é metila, CF3, CCls, CFCl2, CF2Cl, etila,
CH2CFs, CF2CFs3, propila, isopropila, butila, isobutila, sec-butila, t-butila, pentila, iso-
pentila, neopentila, hexila, iso-hexila, 3-metilpentila, 2,2-dimetilbutila ou 2,3-dimetilbu-
tila.

[0154]Em algumas modalidades, um conjugado de oligdmero antissenso de
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Formula (1) € um sal de HCI (4cido cloridrico) do mesmo. Em determinadas modalida-
des, o sal de HCI € um sal de .6HCI.

[0155]Em algumas modalidades, cada Nu é independentemente selecionado
de citosina (C), guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), uracila (U),
e hipoxantina (l).

[0156]Em algumas modalidades, a sequéncia alvo é a SEQ ID NO: 1

(5’-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’), em que cada timina (T) é opcional-

([

N

mente uracila (U).

O=—=P——N(CH3),

0]
[0157]Em varias modalidades, T é oY , € a sequéncia alvo

€¢a SEQID NO: 1 (5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’), em que cada timina

HO
3
[Nj
[0158]Em varias modalidades, T é o , € a sequéncia alvo

¢ aSEQID NO: 1 (5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3).

(T) é opcionalmente uracila (U).

[0159]Em algumas modalidades, que incluem, por exemplo, algumas modali-
dades de Formula (l), um conjugado de oligbmero antissenso da divulgacdo é de

acordo com a Formula (Il):
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5 > 3! HN NH2 HN NH2 HN NH2

Nu Nu N H N H N H

B S H
]kv'\\ o JVNW? jj )}( W

Hz

(1)

[0160]ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:

[0161]cada Nu é uma nucleobase que tida em tomada em conjunto forma uma
sequéncia alvo que é complementar a um sitio de anelamento de éxon 53 no pré-
MRNA de distrofina designado como H53A(+36+60).

[0162]Em algumas modalidades, cada Nu é independentemente selecionado
de citosina (C), guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), uracila (U),
e hipoxantina (l).

Em varias modalidades, cada Nude 1 a25e 5 a 3 é (SEQ ID NO: 1):

Posicao | Nu Posicao | Nu Posicdo | Nu Posicdo | Nu Posicao | Nu
No. 5’ a No. 5’ a No. 5’ a No. 5’ a No. 5" a
3 3 3 3 3
1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A 22 G
3 X 8 C 13 X 18 A 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
H,N NH, 0
() -
N N/J\o QN N
[0163]em que A é ~w  C 6 ~ | G& = e X é
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i

0O

vk . Em determinadas modalidades, cada X é independente-

mente

[0164]Em algumas modalidades, um conjugado de oligbmero antissenso de
Formula (1) € um sal de HCI (acido cloridrico) do mesmo. Em determinadas modali-
dades, o sal de HCI é um sal de .6HCI.

[0165]Em algumas modalidades, que incluem, por exemplo, algumas modali-
dades de Formula (l), um conjugado de oligbmero antissenso da divulgacdo é de

acordo com a Formula (l1A):
NH2 HN NH, HN H2

(11A)

[0166]em que cada Nu é uma nucleobase que tida em tomada em conjunto
forma uma sequéncia alvo que é complementar a um sitio de anelamento de éxon 53
no pré-mRNA de distrofina designado como H53A(+36+60).

[0167]Em algumas modalidades, cada Nu é independentemente selecionado
de citosina (C), guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), uracila (U),
e hipoxantina (l).

Em varias modalidades, cadaNude 1 a25e 5 a3’ é (SEQ ID NO: 1):

Posicao | Nu Posicao | Nu Posicdo | Nu Posicdo | Nu Posicao | Nu

No. 5’ a No. 5’ a No. 5 a No. 5 a No. 5 a

3 3 3 3 3
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1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A 22 G
3 X 8 C 13 X 18 A 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
H2N NH2 O
N =N Y N NH
e L, o
N N0 N~ N
[0168]em que A é ~ Cé ~b | Ge& - e X é
0 0 0
\f‘\NH HN)j \f‘\NH
N’J\o O)\N N’J\o
- ou - . Em determinadas modalidades, cada X é )

[0169]Em algumas modalidades que incluem, por exemplo, modalidades de
conjugados de oligbmero antissenso de Férmula (ll) e Férmula (II1A), a sequéncia alvo
€¢a SEQID NO: 1 (5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’), em que cada timina
(T) é opcionalmente uracila (U). Em varias modalidades que incluem, por exemplo,
modalidades de conjugados de oligbmero antissenso de Férmula (I} e Férmula (l1A),
a sequéncia alvo ¢ a SEQ ID NO: 1 (5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’).

[0170]Em algumas modalidades, que incluem, por exemplo, modalidades de
conjugados de oligbmero antissenso de Formula (1), um conjugado de oligdmero an-

tissenso da divulgacéo € de acordo com a Formula (111):
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(1)

[0171]ou um sal farmaceuticamente aceitdvel dos mesmos.

[0172]Em algumas modalidades, um conjugado de oligbmero antissenso de
Formula (11l) é um sal de HCI (4cido cloridrico) do mesmo. Em determinadas modali-
dades, o sal de HCI é um sal de .6HCI.

[0173]Em algumas modalidades, que incluem, por exemplo, modalidades de

conjugados de oligdmero antissenso de Férmula (Ill), um conjugado de oligbmero an-

~—

tissenso da divulgacdo é de acordo com a Férmula (llIA

Corte & Zorie B

SRECL

3 :*J'\(*"\!"\w »’j:‘ g
I

2orte &
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(NA).

[0174]Em algumas modalidades da divulgacao, que incluem algumas modali-
dades de conjugados de oligbmero antissenso de Férmula (I) € modalidades de con-
jugados de oligbmero antissenso de Férmula (lIl), o conjugado de oligdmero antis-

senso é de acordo com a Férmula (1V):

- N Y o
'~'«>T~" e e DY 2 R

(V)

[0175]ou um sal farmaceuticamente aceitdvel dos mesmos.

[0176]Em algumas modalidades, um conjugado de oligbmero antissenso de
Férmula (IV) € um sal de HCI (acido cloridrico) do mesmo. Em determinadas modali-
dades, o sal de HCI é um sal de .6HCI.

[0177]Em algumas modalidades, que incluem, por exemplo, modalidades de
conjugados de oligdmero antissenso de Férmula (1V), um conjugado de oligbmero an-

tissenso da divulgacéo é de acordo com a Formula (IVA):
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(IVA).

10. Modificacoes e Substituicbes de Nucleobase

[0178]Em determinadas modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso
da divulgacdo sao compostos por nucleobases de RNA e nucleobases de DNA (fre-
guentemente denominadas na técnica simplesmente “base”). Bases de RNA sao nor-
malmente conhecidas como adenina (A), uracila (U), citosina (C) e guanina (G). Bases
de DNA sao normalmente conhecidas como adenina (A), timina (T), citosina (C) e
guanina (G). Em varias modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso da di-
vulgacao sdo compostos por citosina (C), guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-me-
tilcitosina (5mQC), uracila (U) e hipoxantina (1).

[0179]Em determinadas modalidades, uma ou mais bases de RNA ou bases
de DNA em um oligbmero podem ser modificadas ou substituidas por uma base dife-
rente de uma base de RNA ou base de DNA. Oligbmeros que contém uma base mo-
dificada ou substituida incluem oligdbmeros nos quais uma ou mais bases de purina ou
pirimidina encontradas mais normalmente em 4cidos nucleicos sdo substituidas por
bases menos comuns ou ndo naturais.

[0180]Bases de purina compreendem um anel de pirimidina fundido a um anel

de imidazol, conforme descrito pela seguinte Férmula geral.
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Purina

[0181]Adenina e guanina sdo as duas nucleobases de purina encontradas
mais normalmente em acidos nucleicos. Outras purinas de ocorréncia natural incluem,
porém, sem limitagdo, N®-metiladenina, N2-metilguanina, hipoxantina e 7-metilgua-
nina.

[0182]Bases de pirimidina compreendem um anel de pirimidina com seis

membros conforme descrito pela seguinte Férmula geral.

Pirimidina

[0183]Citosina, uracila e timina sdo as bases de pirimidina encontradas mais
normalmente em acidos nucleicos. Outras pirimidinas de ocorréncia natural incluem,
porém, sem limitagédo, 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, pseudouracila e 4-tioura-
cila. Em uma modalidade, os oligbmeros descritos no presente documento contém
bases de timina no lugar de uracila.

[0184]0utras bases adequadas incluem, porém, sem limitagédo: 2,6-diamino-
purina, acido orético, agmatidina, lisidina, 2-tiopirimidinas (por exemplo, 2-tiouracila,
2-tiotimina), G-clamp e seus derivados, pirimidinas 5-substituidas (por exemplo, 5-ha-
louracila, 5-propiniluracila, 5-propinilcitosina, 5-aminometiluracila, 5-hidroximetilura-
cila, 5-aminometilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, Super T), 7-deazaguanina, 7-dea-
zaadenina, 7-aza-2,6-diaminopurina, 8-aza-7-deazaguanina, 8-aza-7-deazaadenina,

8-aza-7-deaza-2,6-diaminopurina, Super G, Super A, e N4-etilcitosina ou derivados
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dos mesmos; N2-ciclopentilguanina (cPent-G), N2-ciclopentil-2-aminopurina (cPent-
AP) e N2-propil-2-aminopurina (Pr-AP), pseudouracila ou derivados dos mesmos; e
degenerado ou bases universais, como 2,6-difluorotolueno ou bases ausentes como
sitios abasicos (por exemplo, 1-desoxirribose, 1,2-didesoxirribose, I-desoxi-2-O-metil-
ribose; ou derivados de pirrolidina nos quais o anel de oxigénio foi substituido por
nitrogénio (azarribose)). Exemplos de derivados de Super A, Super G e Super T po-
dem ser encontrados no documento de Patente n® U.S. 6.683.173 (Epoch Bioscien-
ces), que esta incorporado aqui inteiramente a titulo de referéncia. cPent-G, cPent-
AP, e Pr-AP reduziram os efeitos imunoestimuladores quando incorporados em siRNA
(Peacock H. et al., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 9.200). Pseudouracila € uma versao
isomerizada de ocorréncia natural da uracila, com um glicosideo C em vez do glicosi-
deo N regular como em uridina. mRNA sintético que contém pseudouridina pode ter
um perfil de seguranca melhorado em comparagdo com mPvNA que contém uridina
(WO 2009127230, incorporado aqui em sua totalidade a titulo de referéncia).

[0185]Determinadas nucleobases sao particularmente Uteis para aumentar a
afinidade de ligacdo dos conjugados de oligdmero antissenso da divulgacdo. Essas
incluem pirimidinas 5-substituidas, 6-azapirimidinas e purinas N-2, N-6 e O-6 substi-
tuidas, que incluem 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracila e 5-propinilcitosina. Subs-
tituicoes de 5-metilcitosina aumentaram a estabilidade de duplex acido nucleico em
0,6 a 1,2 °C e séo, atualmente, substituicoes de base preferenciais, ainda mais parti-
cularmente quando combinadas com modificagdes de agucar de 2'-O-metoxietila. Nu-
cleobases modificadas exemplificativas adicionais incluem aquelas em que pelo me-
nos um atomo de hidrogénio da nucleobase é substituido por fltor.

11. Sais Farmaceuticamente Aceitaveis de Conjugados de Oligbmero Antis-

senso
[0186]Determinadas modalidades de conjugados de oligdmero antissenso

descritas no presente documento podem conter um grupo funcional basico, tal como
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amino ou alquilamino e, assim, tém capacidade para formar sais farmaceuticamente
aceitaveis com acidos farmaceuticamente aceitaveis. O termo “sais farmaceutica-
mente aceitaveis” a esse respeito, se refere aos sais de adigdo de acido inorganico e
organico relativamente ndo téxicos de conjugados de oligbmero antissenso da pre-
sente divulgacao. Esses sais podem ser preparados in situ no veiculo de administra-
¢80 ou no processo de fabricacao de forma de dosagem, ou reagindo-se separada-
mente um conjugado de oligdmero antissenso purificado da divulgacédo em sua forma
de base livre com um &acido organico ou inorganico adequado, e isolando-se o sal
assim formado durante purificacao subsequente. Sais representativos incluem os sais
de bromidrato, cloridrato, sulfato, bissulfato, fosfato, nitrato, acetato, valerato, oleato,
palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, tosilato, citrato, maleato, fumarato,
succinato, tartrato, naftilato, mesilato, glicoeptonato, lactobionato e laurilsulfonato e
semelhantes. (Consultar, por exemplo, Berge et al. (1977) “Pharmaceutical Salts”, J.
Pharm. Sci. 66: 1 a 19).

[0187]0s sais farmaceuticamente aceitaveis dos conjugados de oligdmero an-
tissenso individuais incluem os sais nao téxicos convencionais ou sais de amdnia qua-
ternaria dos conjugados de oligbmero antissenso, por exemplo, dos acidos organicos
ou inorganicos nao toxicos. Por exemplo, tais sais ndo téxicos convencionais incluem
aqueles derivados de acidos inorganicos, tais como cloridrico, bromidrico, sulfurico,
sulfamico, fosforico, nitrico € semelhantes; e os sais preparados dentre acidos orga-
nicos, tais como acido acético, propidnico, succinico, glicélico, estearico, latico, ma-
lico, tartarico, citrico, ascoérbico, palmitico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, gluta-
mico, benzoico, saliciclico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico, toluenossulfonico,
metanossulfénico, etanodissulfénico, oxalico, isotibnico e semelhantes.

[0188]Em determinadas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso

da presente divulgacao podem conter um ou mais grupos funcionais acidos e, assim,
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tém capacidade para formar sais farmaceuticamente aceitaveis com bases farmaceu-
ticamente aceitdveis. O termo “sais farmaceuticamente aceitaveis” nesses casos se
referem aos sais de adicao de base inorganica e organica relativamente nao téxicos
de conjugados de oligbmero antissenso da presente divulgacdo. Esses sais podem
ser, da mesma forma, preparados in situ no veiculo de administragéo ou no processo
de fabricacao de forma de dosagem, ou reagindo-se separadamente o conjugado de
oligbmero antissenso purificado em sua forma de &cido livre com uma base adequada,
tal como o hidréxido, carbonato ou bicarbonato de um cation de metal farmaceutica-
mente aceitavel, com amobnia, ou com uma amina primaria, secundaria ou terciaria
organica farmaceuticamente aceitavel. Sais alcalinos ou alcalinos terrosos represen-
tativos incluem os sais de litio, sédio, potassio, célcio, magnésio, e aluminio € seme-
Ihantes. Aminas orgéanicas representativas Uteis para a formacéao de sais de adicao de
base incluem etilamina, dietilamina, etilenodiamina, etanolamina, dietanolamina, pipe-
razina e semelhantes. (Consultar, por exemplo, Berge et al., supra).

lll. Formulacdes e Modos de Administracio

[0189]Em determinadas modalidades, a presente divulgacéo fornece formula-
cbes ou composigcdes farmacéuticas adequadas para a entrega terapéutica de conju-
gados de oligdmero antissenso, conforme descrito no presente documento. Portanto,
em determinadas modalidades, a presente divulgacao fornece composi¢des farma-
ceuticamente aceitaveis que compreendem uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um ou mais dentre os conjugados de oligbmero antissenso descritos no presente
documento, formulados juntamente com um ou mais carreadores farmaceuticamente
aceitaveis (aditivos) e/ou diluentes. Embora seja possivel que um conjugado de oligd-
mero antissenso da presente divulgacao seja administrado sozinho, é preferencial ad-
ministrar o conjugado de oligbmero antissenso como uma formulagédo farmacéutica
(composicao). Em uma modalidade, o conjugado de oligdbmero antissenso da formu-

lacdo é de acordo com a Férmula (111).
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[0190]Métodos para a entrega de moléculas de acido nucleico, que podem ser
aplicaveis nos conjugados de oligbmero antissenso da presente divulgacao, sao des-
critos, por exemplo, em: Akhtar et al., 1992, Trends Cell Bio., 2:139; Delivery Strate-
gies for Antisense Oligonucleotide Therapeutics, edicdo Akhtar, 1995, CRC Press; e
Sullivan et al., PCT WO 94/02595. Esses e outros protocolos podem ser utilizados
para a entrega de virtualmente qualquer molécula de &cido nucleico, que inclui os
conjugados de oligbmero antissenso da presente divulgacéo.

[0191]As composi¢des farmacéuticas da presente divulgacao podem ser es-
pecialmente formuladas para administragdo em forma sdlida ou liquida, que inclui
aquelas adaptadas para o seguinte: (1) administragdo oral, por exemplo, pulveriza-
cOes de agua (solugdes ou suspensdes aquosas ou ndo aquosas), comprimidos (al-
vejados para absorgdo bucal, sublingual ou sistémica), bolus, pds, granulos, pastas
para aplicacdo na lingua; (2) administragdo parenteral, por exemplo, através de inje-
cdo subcutanea, intramuscular, intravenosa ou epidural como, por exemplo, uma so-
lugdo ou suspensao estéril, ou formulacao de liberacao prolongada; (3) aplicagéo t6-
pica, por exemplo, como um creme, pomada ou um adesivo de liberagdo controlada
ou asperséo aplicada na pele; (4) por via intravaginal ou intrarretal, por exemplo, como
um pessario, creme ou espuma; (5) por via sublingual; (6) por via ocular; (7) por via
transdérmica; ou (8) por via nasal.

[0192]Alguns exemplos de materiais que podem servir como carreadores far-
maceuticamente aceitaveis incluem, sem limitagdo: (1) acucares, tais como lactose,
glicose e sacarose; (2) amidos, tais como amido de milho e amido de batata; (3) celu-
lose, e seus derivados, tais como carboximetilcelulose de s6dio, etilcelulose e acetato
de celulose; (4) agradante em po; (5) malte; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tais
como manteiga de cacau e ceras supositérias; (9) éleos, tais como 6leo de amendoim,
6leo de semente de algodao, 6leo de cartamo, 6leo de sésamo, 6leo de oliva, 6leo de

milho e 6leo de soja; (10) glicdis, tais como propilenoglicol; (11) polidis, tais como
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glicerina, sorbitol, manitol, e polietilenoglicol; (12) ésteres, tais como oleato de etila e
laurato de etila; (13) agar; (14) agentes tamponantes, tais como hidroxido de magnésio
e hidréxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua livre de pirogénio; (17) solugéao
salina isotbnica; (18) solucao de Ringer; (19) alcool etilico; (20) solugdes de pH tam-
ponado; (21) poliésteres, policarbonatos e/ou polianidridos; e (22) outras substancias
compativeis ndo téxicas empregadas em formulagdes farmacéuticas.

[0193]Exemplos sem limitagao adicionais de agentes adequados para formu-
lacdo com os conjugados de oligbmero antissenso da presente divulgagao incluem:
acidos nucleicos de PEG conjugado; acidos nucleicos de fosfolipidio conjugado; &ci-
dos nucleicos que contém porgdes quimicas lipofilicas; fosforotioatos; inibidores de P-
glicoproteina (tais como Pluronic P85) que pode aprimorar a entrada de farmacos em
varios tecidos; polimeros biodegradaveis, tais como microesferas de poli(D,L-lactideo-
coglicolido) para entrega de liberacao prolongada ap6s implantagcdo (Emerich, D F et
al., 1999, Cell Transplant, 8, 47 a 58) Alkermes, Inc. Cambridge, Mass.; € nanoparti-
culas carregadas, tais como aquelas produzidas a partir de polibutilcianoacrilato, que
podem entregar farmacos através da barreira hematoencefalica e podem alterar os
mecanismos de absorcao neuronal (Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 23,
941 a 949, 1999).

[0194]A divulgacdo também apresenta o uso da composigcdo que compreende
lipossomas de superficie modificada que contém lipidios de poli(etilenoglicol) (“PEG”)
(PEG modificado, ramificado e ndo ramificado ou combinag¢des dos mesmos, ou lipos-
somas de longa circulagdo ou lipossomas furtivos). Conjugados de oligbmero da di-
vulgacao também podem compreender moléculas de PEG covalentemente ligadas de
varios pesos moleculares. Essas formulagdes oferecem um método para aumentar a
acumulacao de farmacos em tecidos alvo. Essa classe de carreadores de farmaco

resiste a opsonizagédo e eliminacao pelo sistema fagocitico mononuclear (MPS ou
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RES), desse modo, se permite tempos de circulacdo sanguinea mais longos e expo-
sicdo de tecido aprimorada para o farmaco encapsulado (Lasic et al. Chem. Rev. 1995,
95, 2.601 a 2.627; Ishiwata et al., Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1.005 a 1.011). Tais
lipossomas se acumularam seletivamente em tumores, presumivelmente através do
extravasamento e captura nos tecidos alvo neovascularizados (Lasic et al., Science
1995, 267, 1.275 a 1.276; Oku et al., 1995, Biochim. Biophys. Acta, 1.238, 86 a 90).
Os lipossomas de longa circulagdo aprimoram a farmacocinética e farmacodinamica
de DNA e RNA, particularmente em comparac¢do com lipossomas catidénicos conven-
cionais que sao conhecidos por se acumularem em tecidos do MPS (Liu et al., J. Biol.
Chem. 1995, 42, 24.864 a 24.870; Choi et al., Publicagdo PCT Internacional n® WO
96/10391; Ansell et al., Publicagdo PCT Internacional n® WO 96/10390; Holland et al.,
Publicacdo PCT Internacional n® WO 96/10392). Os lipossomas de longa circulagao
também sao propensos a proteger farmacos da degradacao de nuclease em um grau
maior em comparagao com lipossomas catibnicos, com base em sua capacidade em
evitar a acumulagdo em tecidos de MPS metabolicamente agressivos, tais como o
figado e baco.

[0195]Em uma modalidade adicional, a presente divulgagao inclui composi-
cOes farmacéuticas de conjugado de oligbmero antissenso preparadas para entrega,
conforme descrito nos documentos de Patente n® U.S.: 6.692.911; 7.163.695; e
7.070.807. Com relagao a isso, em uma modalidade, a presente divulgacao fornece
um conjugado de oligbmero antissenso da presente divulgagcdo em uma composi¢ao
gue compreende copolimeros de lisina e histidina (HK) (conforme descrito nos docu-
mentos de Patente n® U.S.: 7.163.695; 7.070.807; e 6.692.911) sejam sozinhos ou em
combinacdo com PEG (por exemplo, PEG ramificado ou ndo ramificado ou uma mis-
tura de ambos), em combinagdo com PEG e uma por¢ao quimica de alvejamento, ou
qualquer um dos supracitados em combinagdo com um agente de reticulacdo. Em

determinadas modalidades, a presente divulgagao fornece conjugados de oligdmero
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antissenso em composicoes farmacéuticas que compreendem poli-histidina modifi-
cada com acido glucénico ou poli-histidina gliconilada/polilisina de transferrina. Uma
pessoa versada na técnica também reconhecerd que aminoacidos com propriedades
similares a His e Lys podem ser substituidos dentro da composicéo.

[0196]Agentes umectantes, emulsificantes e lubrificantes (tais como sulfato de
laurila de sédio e estearato de magnésio), agentes corantes, agentes de liberacao,
agentes de revestimento, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, agentes per-
fumantes, conservantes e antioxidantes também podem estar presentes nas compo-
sicoes.

[0197]Exemplos de antioxidantes farmaceuticamente aceitaveis incluem: (1)
antioxidantes sollveis em agua, tal como &cido ascorbico, cloridrato de cisteina, bis-
sulfato de s6dio, metabissulfito de sodio, sulfito de s6dio e semelhantes; (2) antioxi-
dantes soluveis em 6leo, tal como palmitato de ascorbila, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, propilgalato, alfa-tocoferol e semelhantes; e (3)
agentes quelantes de metal, tal como acido citrico, acido tetra-acético de etilenodia-
mina (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosforico e semelhantes.

[0198]Formulacdes da presente divulgacao incluem aquelas adequadas para
administragao oral, nasal, tépica (que inclui bucal e sublingual), retal, vaginal e/ou pa-
renteral. As formulagdes podem ser convenientemente apresentadas em forma de do-
sagem em unidade e podem ser preparadas por meio de qualquer um dos métodos
bem conhecidos na técnica de farmacia. A quantidade de ingrediente ativo que pode
ser combinada com um material de carreador para produzir uma Unica forma de do-
sagem variara dependendo do individuo que é tratado e do modo particular de admi-
nistracdo. A quantidade de ingrediente ativo que pode ser combinada com um material
de carreador para produzir uma unica forma de dosagem sera, de modo geral, aquela
quantidade do ingrediente ativo que produz um efeito terapéutico. De modo geral,

essa quantidade estara na faixa de cerca de 0,1 por cento a cerca de noventa e nove
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por cento de ingrediente ativo, preferencialmente de cerca de 5 por cento a cerca de
70 por cento, com maxima preferéncia de cerca de 10 por cento a cerca de 30 por
cento.

[0199]Em determinadas modalidades, uma formulacédo da presente divulga-
cao compreende um excipiente selecionado a partir de ciclodextrinas, celuloses, lipos-
somas, agentes de formacao de micela, por exemplo, acidos biliares, e carreadores
poliméricos, por exemplo, poliésteres e polianidridos; e um conjugado de oligdmero
antissenso da presente divulgagdo. Em uma modalidade, o conjugado de oligbmero
antissenso da formulagéo é de acordo com a Férmula (Ill). Em determinadas modali-
dades, uma formulagdo mencionada acima rende de maneira oralmente biodisponivel
um conjugado de oligbmero antissenso da presente divulgacgéao.

[0200]Métodos para preparar essas formulagdées ou composi¢oes farmacéuti-
cas incluem a etapa de ligar em associacdo um conjugado de oligdmero antissenso
da presente divulgagcdo com o carreador e, opcionalmente, um ou mais ingredientes
auxiliares. Em geral, as formulagdes sao preparadas ligando-se uniforme e intima-
mente em associacdo um conjugado de oligbmero antissenso da presente divulgagéao
com carreadores liquidos, ou carreadores solidos finamente divididos, ou ambos e,
entdo, caso necessario, conformando-se o produto.

[0201]Formulacdes da divulgacado adequadas para administracéo oral podem
estar na forma de capsulas, hostias, pilulas, comprimidos, dradgeas (com o uso de uma
base saborizada, normalmente sacarose e acacia ou agradante), pds, granulos, ou
como uma solugao ou uma suspensao em um liquido aquoso ou ndo aquoso, Ou COMO
uma emulsao liquida de éleo em agua ou a4gua em 6leo, ou como um elixir ou xarope,
ou como pastilhas (com o uso de uma base inerte, tal como gelatina e glicerina, ou
sacarose e acacia) e/ou como enxaguantes e semelhantes, em que cada um contém
uma quantidade predeterminada de um conjugado de oligbmero antissenso da pre-

sente divulgagdo como um ingrediente ativo. Um conjugado de oligdmero antissenso
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da presente divulgacao também pode ser administrado como um bolo, eleituario ou
pasta.

[0202]Em formas de dosagem soélidas da divulgagéao para administragao oral
(capsulas, comprimidos, pilulas, drageas, pds, granulos, trouxas e semelhantes), o
ingrediente ativo pode ser misturado com um ou mais carreadores farmaceuticamente
aceitaveis, tais como citrato de sédio ou fosfato dicalcico, e/ou qualquer um dos se-
guintes: (1) cargas ou extensores, tais como amidos, lactose, sacarose, glicose, ma-
nitol e/ou acido silicico; (2) ligantes, tais como, por exemplo, carboximetilcelulose, al-
ginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarose e/ou acéacia; (3) umectantes, tal como
glicerol; (4) agentes desintegrantes, tais como agar-agar, carbonato de célcio, amido
de batata ou tapioca, acido alginico, determinados silicatos, e carbonato de sodio; (5)
agentes retardantes de solugao, tal como parafina; (6) aceleradores de absorgéo, tais
como compostos de amdnia quaternaria e tensoativos, tais como poloxamero e sulfato
de laurila de sédio; (7) agentes umectantes, tais como, por exemplo, alcool cetilico,
monostearato de glicerol, e tensoativos nédo idnicos; (8) absorventes, tais como caulim
e argila de bentonita; (9) lubrificantes, tais como talco, estearato de calcio, estearato
de magnésio, polietilenoglicois sélidos, sulfato de laurila de sédio, estearato de zinco,
estearato de sédio, acido estearico € misturas dos mesmos; (10) agentes corantes; e
(11) agentes de liberagao controlada, tais como crospovidona ou etilcelulose. No caso
de capsulas, comprimidos e pilulas, as composi¢des farmacéuticas também podem
compreender agentes tamponantes. Composi¢des farmacéuticas sélidas de um tipo
similar também podem ser empregadas como cargas em capsulas de gelatina de in-
vélucro macio e duro com o uso de tais excipientes como lactose ou agucares de leite,
assim como polietilenoglicéis de alto peso molecular e semelhantes.

[0203]Um comprimido pode ser produzido por meio de compressdo ou mol-

dagem, opcionalmente com um ou mais ingredientes acessoérios. Comprimidos com-

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 84/196



74/148

primidos podem ser preparados com o uso de ligante (por exemplo, gelatina ou hidro-
xipropilmetilcelulose), lubrificante, diluente inerte, conservante, desintegrante (por
exemplo, glicolato de amido de sddio ou carboximetilcelulose de sodio reticulado),
agente de distribuicdo ou ativo em superficie. Comprimidos moldado pode ser produ-
zido moldando-se em uma maquina adequada uma mistura do composto em pé Umido
com um diluente liquido inerte.

[0204]0s comprimidos, e outras formas de dosagem sdlidas das composigoes
farmacéuticas da presente divulgacao, tais como drageas, capsulas, pilulas e granu-
los, podem ser opcionalmente classificadas ou preparadas com revestimentos e invé-
lucros, tais como revestimentos entéricos e outros revestimentos bem conhecidos na
técnica de formulacdo farmacéutica. Os mesmos também podem ser formulados de
modo a fornecer liberagao lenta ou controlada do ingrediente ativo nos mesmos com
0 uso, por exemplo, de hidroxipropilmetilcelulose em proporgdes variantes para forne-
cer o perfil de liberacdo desejado, outras matrizes poliméricas, lipossomas e/ou mi-
croesferas. Os mesmos podem ser formulados para liberacdo rapida, por exemplo,
liofilizados. Os mesmos podem ser esterilizados, por exemplo, através de filtracdo
através de um filtro de retencao de bactérias, ou incorporando-se agentes esterilizan-
tes na forma de composigdes farmacéuticas solidas estéreis que podem ser dissolvi-
das em agua estéril, ou alguns outros meios injetaveis estéreis imediatamente antes
do uso. Essas composi¢gdes farmacéuticas também podem conter, opcionalmente,
agentes opacificantes e podem ser de uma composicdo em que liberam o ingrediente
ativo (ou ingredientes ativos) apenas, ou preferencialmente, em uma determinada por-
cao do trato gastrointestinal, opcionalmente, de uma maneira atrasada. Exemplos de
composic¢des de integragdo que podem ser usadas incluem substancias e ceras poli-
méricas. O ingrediente ativo também pode estar em forma microencapsulada, caso
seja apropriado, com um ou mais dentre os excipientes descritos acima.

[0205]Formas de dosagem liquida para administracao oral dos conjugados de
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oligbmero antissenso da divulgacdo incluem emulsdes, microemulsdes, solucdes,
suspensdes, xaropes € elixires farmaceuticamente aceitaveis. Adicionalmente ao in-
grediente ativo, as formas de dosagem liquidas podem conter diluentes inertes nor-
malmente usados na técnica, tal como, por exemplo, agua ou outros solventes, agen-
tes solubilizantes e emulsificantes, tais como alcool etilico, alcool isopropilico, carbo-
nato de etila, acetato de etila, alcool benzilico, benzoato de benzila, propilenoglicol,
1,3-butilenoglicol, éleos (em particular, 6leos de semente de algodao, amendoim, mi-
lho, germe, oliva, ricino e sésamo), glicerol, alcool tetra-hidrofurilico, polietilenoglicois
e ésteres de acido graxo de sorbitana e misturas dos mesmos.

[0206]Além de diluentes inertes, as composigdes farmacéuticas orais também
podem incluir adjuvantes, tais como agentes umectantes, agentes emulsificantes e de
suspensao, agentes edulcorantes, saborizantes, corantes, perfumantes e conservan-
tes.

[0207]Suspensbes, adicionalmente aos compostos ativos, podem conter
agentes de suspensédo como, por exemplo, alcoois isostearilicos etoxilados, sorbitol
de polioxietileno e ésteres de sorbitana, celulose microcristalina, meta-hidréxido de
aluminio, bentonita, 4gar-agar e agradante, € misturas dos mesmos.

[0208]Formulagdes para administracao retal ou vaginal podem ser apresenta-
das como um supositério, que pode ser preparado misturando-se um ou mais com-
postos da divulgacdo com um ou mais excipientes ou carreadores nao irritantes ade-
quados que compreendem, por exemplo, manteiga de cacau, polietilenoglicol, uma
cera supositoria ou um salicilato, e que é sélido em temperatura ambiente, porém,
liquido em temperatura corporal e, portanto, derretera no reto ou cavidade vaginal e
liberara o composto ativo.

[0209]Formulacdes ou formas de dosagem para a administragao tépica ou

transdérmica de um oligdmero, conforme fornecido no presente documento, incluem
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pds, pulverizagdes, pomadas, pastas, cremes, logoes, géis, solugdes, adesivos e ina-
lantes. Os conjugados de oligbmero ativo podem ser misturados sob condigcbes esté-
reis com um carreador farmaceuticamente aceitavel, e com qualquer conservante,
tampao ou propulsor que possa ser necessario. As pomadas, pastas, cremes e géis
podem conter, adicionalmente a um composto ativo dessa divulgacao, excipientes,
tais como gorduras animal e vegetal, éleos, ceras, parafinas, amido, agradante, deri-
vados de celulose, polietilenoglicdis, silicones, bentonitas, 4cido silicico, 6xido de talco
e zinco, ou misturas dos mesmos.

[0210]Pés e aspersdes podem conter, adicionalmente a um conjugado de oli-
gbmero antissenso da presente divulgagao, excipientes, tais como lactose, talco,
acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio e pd de poliamida, ou misturas
dessas substéncias. Aspersdes podem conter, adicionalmente, propulsores tradicio-
nais, tais como clorofluoro-hidrocarbonetos e hidrocarbonetos ndo substituidos vola-
teis, tais como butano e propano.

[0211]Adesivos transdérmicos tém a vantagem adicional de fornecer entrega
controlada de um conjugado de oligbmero antissenso da presente divulgacao ao
corpo. Tais formas de dosagem podem ser produzidas dissolvendo ou distribuindo-se
o oligbmero no meio apropriado. Aprimoradores de absor¢cdo também podem ser usa-
dos para aumentar o fluxo do agente através da pele. A taxa de tal fluxo pode ser
controlada fornecendo-se uma membrana de controle de taxa ou distribuindo-se o
agente em uma matriz polimérica ou gel, dentre outros métodos conhecidos na téc-
nica.

[0212]ComposicOes farmacéuticas adequadas para administracdo parenté-
rica podem compreender um ou mais conjugados de oligbmero da divulgacao em
combinagdo com uma ou mais solugdes aquosas ou ndo aquosas isotbnicas estéreis
farmaceuticamente aceitaveis, dispersdes, suspensdes ou emulsdes, ou pos estéreis

que podem ser reconstituidos em solugcdes ou dispersdes injetaveis estéreis pouco
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antes do uso, que podem conter agucares, alcoois, antioxidantes, tampdes, bacterios-
tatos, solutos que rendem a formulacao isoténica com o sangue do recipiente ou agen-
tes de suspensao ou espessantes destinados. Exemplos de carreadores aquosos e
nao aquosos adequados que podem ser empregados nas composi¢oes farmacéuticas
da divulgagao incluem agua, etanol, polidis (tal como glicerol, propilenoglicol, polieti-
lenoglicol e semelhantes), e misturas adequadas dos mesmos, Oleos vegetais, tais
como Oleo de oliva, e ésteres orgénicos injetaveis, tal como oleato de etila. Fluidez
apropriada pode ser mantida, por exemplo, pelo uso de materiais de revestimento tal
como lecitina, pela manutencédo do tamanho de particula exigido no caso de disper-
sOes e pelo uso de tensoativos. Em uma modalidade, o conjugado de oligbmero an-
tissenso da composig¢ao farmacéutica é de acordo com a Formula (111).

[0213]Essas composigdes farmacéuticas também podem conter adjuvantes,
tais como conservantes, agentes umectantes, agentes emulsificantes e agentes dis-
persantes. A prevencdo da agao de micro-organismos sobre 0os conjugados de olig6-
mero individuais pode ser garantida pela inclusdo de varios agentes antibacterianos e
antifingicos, por exemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico € semelhan-
tes. Também pode ser desejavel incluir agentes isotdnicos, tais como agucares, clo-
reto de sédio e semelhantes, nas composi¢des. Adicionalmente, absorcéo prolongada
da forma farmacéutica injetavel pode ser provocada pela inclusdo de agentes que
atrasam a absorgao, tal como monoestearato de aluminio e gelatina.

[0214]Em alguns casos, de modo a prolongar o efeito de um farmaco, € dese-
javel retardar a absorgéao do farmaco a partir de injecao subcutanea ou intramuscular.
Isso pode ser realizado através do uso de uma suspensao liquida de material cristalino
ou amorfo que tem pouca solubilidade em &gua, dentre outros métodos conhecidos
na técnica. A taxa de absor¢cao do farmaco depende, entdo, de sua taxa de dissolugéo
que, por sua vez, pode depender do tamanho de cristal e forma cristalina. Alternativa-

mente, a absorcdo atrasada de uma forma de farmaco administrada por via parental
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é realizada dissolvendo ou suspendendo-se o farmaco em um veiculo oleoso.

[0215]Formas de depdsito injetaveis podem ser produzidas formando-se ma-
trizes de microcapsulas dos conjugados de oligbmero individuais em polimeros biode-
gradaveis, tais como polilactideo-poliglicélido. Dependendo da razdo de oligdmero
para polimero e a natureza do polimero particular empregado, a razao de liberagéao
de oligdmero pode ser controlada. Exemplos de outros polimeros biodegradaveis in-
cluem poli(orto-ésteres) e poli(anidridos). Formulacdes injetaveis de depdsito também
podem ser preparadas encapsulando-se a droga em lipossomos ou microemulsdes
que sdo compativeis com tecidos corporais.

[0216]Quando os conjugados de oligbmero antissenso da presente divulgacao
sdo administrados como produtos farmacéuticos, a seres humanos e animais, 0s mes-
mos podem ser dados per se ou como uma composi¢ao farmacéutica que contém,
por exemplo, de 0,1 a 99% (mais preferencialmente, de 10 a 30%) do conjugado de
oligbmero antissenso em combinagdo com um carreador farmaceuticamente aceita-
vel.

[0217]As formulagdes ou preparacdes da presente divulgacdo podem ser da-
das por via oral, parenteral, topica ou retal. As mesmas sao tipicamente dadas em
formas adequadas para cada rota de administracdo. Por exemplo, sdo administradas
em forma de comprimidos ou capsula, através de injecao, inalacéo, lo¢cao para o olho,
pomada, supositorio, ou infusao; tdpicamente através de locao ou pomada; ou por via
retal através de supositorios.

[0218]Independentemente da rota de administragédo selecionada, os conjuga-
dos de oligbmero antissenso da presente divulgacao, que podem ser usados em uma
forma hidratada adequada, e/ou as composi¢des farmacéuticas da presente divulga-
cdo, podem ser formuladas em formas de dosagem farmaceuticamente aceitaveis
através de métodos convencionais conhecidos por aqueles versados na técnica. Ni-

veis de dosagem reais dos ingredientes ativos nas composi¢des farmacéuticas desta
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divulgacao podem ser variados de modo a obter uma quantidade do ingrediente ativo
que ¢é eficaz para obter a resposta terapéutica desejada para um paciente, composi-
cdo e modo de administracao particular, sem que seja inaceitavelmente téxico ao pa-
ciente.

[0219]0O nivel de dosagem selecionado dependera de uma variedade de fato-
res que incluem a atividade do conjugado de oligbmero antissenso particular da pre-
sente divulgagcdo empregado, ou o éster, sal ou amida do mesmo, a rota de adminis-
tracdo, o tempo de administracdo, a taxa de excrecao ou metabolismo do oligbmero
particular que € empregado, a taxa e grau de absorgao, a duragdo do tratamento,
outros farmacos, compostos e/ou materiais usados em combinagdo com o oligbmero
particular empregado, a idade, sexo, peso, afec¢do, saude geral e histérico médico
antecedente do paciente que € tratado, e fatores semelhantes bem conhecidos nas
técnicas médicas.

[0220]Um médico ou veterindrio que tem habilidade comum na técnica pode
determinar e prescrever prontamente a quantidade eficaz da composicao farmacéu-
tica necessaria. Por exemplo, o médico ou veterinario poderia iniciar as doses dos
conjugados de oligbmero antissenso da divulgacdo empregadas na composicao far-
macéutica em niveis inferiores aqueles necessarios de modo a obter o efeito terapéu-
tico desejado e aumenta gradualmente a dosagem até que o efeito desejado seja al-
cancado. Em geral, uma dose diaria adequada de um conjugado de oligbmero antis-
senso da divulgacgao sera aquela quantidade do conjugado de oligdmero antissenso
que é a menor dose eficaz para produzir um efeito terapéutico. Tal dose eficaz depen-
derd, de modo geral, dos fatores descritos no presente documento. De modo geral,
doses oral, intravenosa, intracerebroventricular e subcutanea dos conjugados de oli-
gbmero antissenso desta divulgacao para um paciente, quando usadas para os efeitos
indicados, estarao na faixa de cerca de 0,0001 a cerca de 100 mg por quilograma de

peso corporal por dia.
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[0221]Em algumas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso da
presente divulgacao sdo administrados em doses, de modo geral, de cerca de 10 a
160 mg/kg ou 20 a 160 mg/kg. Em alguns casos, doses maiores que 160 mg/kg podem
ser necessarias. Em algumas modalidades, doses para administracdo i.v. Sao de
cerca de 0,5 mg a 160 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de oligbmero
antissenso sdo administrados em doses de cerca de 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3
mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg ou 10 mg/kg. Em algu-
mas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sdo administrados em do-
ses de cerca de 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg, 18 mg/kg, 20 mg/kg, 21
mg/kg, 25 mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30 mg/kg, 31 mg/kg, 32
mg/kg, 33 mg/kg, 34 mg/kg, 35 mg/kg, 36 mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg, 40
mg/kg, 41 mg/kg, 42 mg/kg, 43 mg/kg, 44 mg/kg, 45 mg/kg, 46 mg/kg, 47 mg/kg, 48
mg/kg, 49 mg/kg, 50 mg/kg, 51 mg/kg, 52 mg/kg, 53 mg/kg, 54 mg/kg, 55 mg/kg, 56
mg/kg, 57 mg/kg, 58 mg/kg, 59 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80
mg/kg, 85 mg/kg, 90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg,
120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg, 140 mg/kg, 145 mg/kg, 150 mg/kg, 155
mg/kg, 160 mg/kg, que incluem todos os numeros inteiros entre 0s mesmos. Em algu-
mas modalidades, o oligbmero é administrado a 10 mg/kg. Em algumas modalidades,
o oligbmero é administrado a 20 mg/kg. Em algumas modalidades, o oligbmero é ad-
ministrado a 30 mg/kg. Em algumas modalidades, o oligdmero € administrado a 40
mg/kg. Em algumas modalidades, o oligbmero € administrado a 60 mg/kg. Em algu-
mas modalidades, o oligbmero é administrado a 80 mg/kg. Em algumas modalidades,
o oligbmero é administrado a 160 mg/kg. Em algumas modalidades, o oligbmero é
administrado a 50 mg/kg.

[0222]Em algumas modalidades, o conjugado de oligbmero antissenso de

Formula (lll) € administrado em doses, de modo geral, de cerca de 10 a 160 mg/kg ou
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20 a 160 mg/kg. Em algumas modalidades, doses do conjugado de oligdmero antis-
senso de Formula (lll) para administracdo i.v. sdo de cerca de 0,5 mg a 160 mg/kg.
Em algumas modalidades, o conjugado de oligdmero antissenso de Férmula (lll) é
administrado em doses de cerca de 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5
mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg ou 10 mg/kg. Em algumas modalidades,
o conjugado de oligbmero antissenso de Férmula (lll) € administrado em doses de
cerca de 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg, 18 mg/kg, 20 mg/kg, 21 mg/kg, 25
mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30 mg/kg, 31 mg/kg, 32 mg/kg, 33
mg/kg, 34 mg/kg, 35 mg/kg, 36 mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg, 40 mg/kg, 41
mg/kg, 42 mg/kg, 43 mg/kg, 44 mg/kg, 45 mg/kg, 46 mg/kg, 47 mg/kg, 48 mg/kg, 49
mg/kg, 50 mg/kg, 51 mg/kg, 52 mg/kg, 53 mg/kg, 54 mg/kg, 55 mg/kg, 56 mg/kg, 57
mg/kg, 58 mg/kg, 59 mg/kg, 60 mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85
mg/kg, 90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg, 120 mg/kg,
125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg, 140 mg/kg, 145 mg/kg, 150 mg/kg, 155 mg/kg, 160
mg/kg, que incluem todos os numeros inteiros entre os mesmos. Em algumas moda-
lidades, o conjugado de oligbmero antissenso de Férmula (lll) € administrado a 10
mg/kg. Em algumas modalidades, o conjugado de oligbmero antissenso de Férmula
(1) € administrado a 20 mg/kg. Em algumas modalidades, o conjugado de oligbmero
antissenso de Férmula (Ill) é administrado a 30 mg/kg. Em algumas modalidades, o
conjugado de oligbmero antissenso de Férmula (Ill) é administrado a 40 mg/kg. Em
algumas modalidades, o conjugado de oligbmero antissenso de Férmula (III) € admi-
nistrado a 60 mg/kg. Em algumas modalidades, o conjugado de oligdmero antissenso
de Férmula (lll) é administrado a 80 mg/kg. Em algumas modalidades, o conjugado
de oligdmero antissenso de Formula (lll) é administrado a 160 mg/kg. Em algumas
modalidades, o conjugado de oligbmero antissenso de Férmula (Ill) é administrado a
50 mg/kg.

[0223]Caso seja desejado, a dose diaria eficaz do composto ativo pode ser
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administrada como dois, trés, quatro, cinco, seis ou mais subdoses administradas se-
paradamente em intervalos apropriados ao longo do dia, opcionalmente, em formas
de dosagem unitaria. Em determinadas situagoes, a dosagem é uma administracédo
por dia. Em determinadas modalidades, a dosagem é uma ou mais administracbes a
cada 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14 dias,ouacada 1,2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10,
11,12 semanas,ouacadat,?2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12 meses, conforme neces-
sario, para manter a expressao desejada de uma proteina de distrofina funcional. Em
determinadas modalidades, a dosagem € uma ou mais administracbes uma vez a
cada duas semanas. Em algumas modalidades, a dosagem é uma administracao a
cada duas semanas. Em varias modalidades, a dosagem é uma ou mais administra-
cOes a cada més. Em determinadas modalidades, a dosagem é uma administracao a
cada més.

[0224]Em varias modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sao
administrados a cada semana a 10 mg/kg. Em varias modalidades, os conjugados de
oligbmero antissenso sdo administrados a cada semana a 20 mg/kg. Em varias mo-
dalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sdo administrados a cada semana
a 30 mg/kg. Em véarias modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso séo ad-
ministrados a cada semana a 40 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de
oligbmero antissenso sdo administrados a cada semana a 60 mg/kg. Em algumas
modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso sdo administrados a cada se-
mana a 80 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso
sédo administrados a cada semana a 100 mg/kg. Em algumas modalidades, os conju-
gados de oligbmero antissenso sdo administrados a cada semana a 160 mg/kg. Con-
forme usado no presente documento, a cada semana é entendido como o significado
aceito na técnica de toda semana.

[0225]Em varias modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sao

administrados quinzenalmente a 10 mg/kg. Em varias modalidades, os conjugados de
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oligbmero antissenso sdo administrados quinzenalmente a 20 mg/kg. Em véarias mo-
dalidades, os conjugados de oligdmero antissenso sdo administrados quinzenalmente
a 30 mg/kg. Em véarias modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso séo ad-
ministrados quinzenalmente a 40 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de
oligbmero antissenso sdo administrados quinzenalmente a 60 mg/kg. Em algumas
modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso sdao administrados quinzenal-
mente a 80 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso
sdo administrados quinzenalmente a 100 mg/kg. Em algumas modalidades, os conju-
gados de oligbmero antissenso sdo administrados quinzenalmente a 160 mg/kg. Con-
forme usado no presente documento, quinzenalmente é entendido como o significado
aceito na técnica de a cada duas semanas.

[0226]Em varias modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sao
administrados a cada trés semanas a 10 mg/kg. Em varias modalidades, os conjuga-
dos de oligbmero antissenso sdo administrados a cada trés semanas a 20 mg/kg. Em
varias modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso sdo administrados a cada
trés semanas a 30 mg/kg. Em véarias modalidades, os conjugados de oligdmero antis-
senso sdo administrados a cada trés semanas a 40 mg/kg. Em algumas modalidades,
os conjugados de oligdmero antissenso sao administrados a cada trés semanas a 60
mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sao admi-
nistrados a cada trés semanas a 80 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados
de oligbmero antissenso sdo administrados a cada trés semanas a 100 mg/kg. Em
algumas modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso sao administrados a
cada trés semanas a 160 mg/kg. Conforme usado no presente documento, a cada trés
semanas € entendido como o significado aceito na técnica de uma vez em trés sema-
nas.

[0227]Em varias modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sao

administrados mensalmente a 10 mg/kg. Em véarias modalidades, os conjugados de
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oligbmero antissenso sdo administrados mensalmente a 20 mg/kg. Em véarias modali-
dades, os conjugados de oligbmero antissenso sao administrados mensalmente a 30
mg/kg. Em varias modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sao adminis-
trados mensalmente a 40 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de oligb-
mero antissenso sao administrados mensalmente a 60 mg/kg. Em algumas modalida-
des, os conjugados de oligbmero antissenso sdo administrados mensalmente a 80
mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de oligbmero antissenso sdo admi-
nistrados mensalmente a 100 mg/kg. Em algumas modalidades, os conjugados de
oligbmero antissenso sdo administrados mensalmente a 160 mg/kg. Conforme usado
no presente documento, mensalmente é entendido como o significado aceito na téc-
nica de todo més.

[0228]Conforme seria entendido na técnica, administragbes semanalmente,
quinzenalmente, a cada trés semanas, ou mensalmente podem estar em uma ou mais
administracdes ou sub-doses, conforme abordado no presente documento.

[0229]Moléculas de acido nucleico e conjugados de oligdmero antissenso des-
critos no presente documento podem ser administrados em células através de uma
variedade de métodos conhecidos por aqueles familiares a técnica, que incluem, po-
rém, sem limitacao a encapsulagdao em lipossomas, por iontoforese, ou por incorpora-
cdo em outros veiculos, tal como hidrogéis, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegrada-
veis e microesferas bioadesivas, conforme descrito no presente documento e conhe-
cido na técnica. Em determinadas modalidades, a tecnologia de microemulsificagao
pode ser utilizada para melhorar a biocapacidade de agentes farmacéuticos lipofilicos
(insoluveis em 4gua). Exemplos incluem Trimetrina (Dordunoo, S. K., et al., Drug De-
velopment and Industrial Pharmacy, 17(12), 1.685a 1.713, 1991) e REV 5901 (Sheen,
P.C., etal., J Pharm Sci 80(7), 712 a 714, 1991). Dentre outros beneficios, a microe-
mulsificagdo fornece biocapacidade aprimorada preferencialmente direcionando-se a

absorgédo no sistema linfatico em vez do sistema circulatério, que, desse modo, desvia
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do figado, e evita a destruicdo dos compostos na circulacao hepatobiliar.

[0230]Em um aspecto da divulgagao, as formulagdes contém micelas forma-
das a partir de um oligdmero, conforme fornecido no presente documento, e pelo me-
nos um carreador anfifilico, no qual as micelas tém um diametro médio menor que
cerca de 100 nm. Modalidades mais preferenciais fornecem micelas que tém um dia-
metro médio menor que cerca de 50 nm, e modalidades ainda mais preferenciais for-
necem micelas que tém um didmetro médio menor que cerca de 30 nm, ou ainda
menor que cerca de 20 nm.

[0231]Embora todos os carreadores anfifilicos adequados sejam contempla-
dos, os carreadores atualmente preferenciais sdo geralmente aqueles que tém a situ-
acao Geralmente Reconhecida como Segura (GRAS), e que podem tanto solubilizar
um conjugado de oligbmero antissenso da presente divulgagéo quanto microemulsifi-
car 0 mesmo em um ultimo estagio quando a solugéo entra em contato com uma fase
de agua complexa (tal como uma encontrada no trato gastrointestinal humano). Nor-
malmente, ingredientes anfifilicos que satisfazem essas exigéncias tém valores de
HLB (equilibrio hidrofilico para lipofilico) de 2 a 20, e suas estruturas contém radicais
alifaticos de cadeia linear na faixa de C-6 a C-20. Exemplos s&o glicerideos graxos de
polietileno glicolisado e polietilenoglicois.

[0232]Exemplos de carreadores anfifilicos incluem glicerideos de acido graxo
polietilenoglicolizados saturados e monoinsaturados, tais como aqueles obtidos a par-
tir de varios 6leos vegetais completa ou parcialmente hidrogenados. Tais 6leos podem
consistir vantajosamente em glicerideos de acido tri, di e mono graxo, e ésteres de di
e monopoli(etilenoglicol) dos acidos graxos correspondentes, com uma composi¢ao
de acido graxo particularmente preferencial que inclui 4 a 10% de &cido caprico, 3 a
9% de acido céprico, 40 a 50% de acido laurico, 14 a 24% de acido miristico, 4 a 14%
de acido palmitico e 5 a 15% de acido estearico. Outra classe Util de carreadores

anfifilicos inclui sorbitana e/ou sorbitol parcialmente esterificado, com acidos graxos
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saturados ou monoinsaturados (série SPAN) ou analogos etoxilados correspondentes
(série TWEEN).

[0233]Carreadores anfifilicos comercialmente anfifilicos podem ser particular-
mente (teis, que incluem a série Gelucire, Labrafil, Labrasol ou Lauroglicol (todos fa-
bricados e distribuidos pela Gattefosse Corporation, Saint Priest, Franga), mono-ole-
ato de PEG, di-oleato de PEG, monolaurato e dilaurato de PEG, Lecitina, Polissorbato
80, etc. (produzidos e distribuidos por diversas empresas nos E.U.A. e em todo o
mundo).

[0234]Em determinadas modalidades, a entrega pode ocorrer através do uso
de lipossomas, nanocapsulas, microparticulas, microesferas, particulas de lipidio, ve-
siculas e semelhantes, para a introducdo das composicoes farmacéuticas da presente
divulgacédo em células hospedeiras adequadas. Em particular, as composicoes farma-
céuticas da presente divulgacao podem ser formuladas para entrega sejam encapsu-
ladas em uma particula de lipidio, um lipossoma, uma vesicula, uma nanoesfera, uma
nanoparticula ou semelhantes. A formulacao e o uso de tais veiculos de entrega po-
dem ser realizados com o uso de técnicas conhecidas e convencionais.

[0235]Polimeros hidrofilicos adequados para uso na presente divulgagao sao
aqueles que sao prontamente sollveis em agua, podem ser covalentemente ligados
a um lipidio de formacéo de vesicula, e que sao tolerados in vivo sem efeitos toxicos
(isto é, sdo biocompativeis). Polimeros adequados incluem poli(etilenoglicol) (PEG),
acido polilatico (também denominado polilactideo), poliglicélico (também denominado
poliglicélido), um copolimero de acido polilatico-poliglicélico, e alcool polivinilico. Em
determinadas modalidades, polimeros tém um peso molecular ponderal médio de
cerca de 100 ou 120 daltons até cerca de 5.000 ou 10.000 daltons, ou de cerca de
300 daltons a cerca de 5.000 daltons. Em outras modalidades, o polimero € poli(etile-
noglicol) que tem um peso molecular ponderal médio de cerca de 100 a cerca de 5.000

daltons, ou que tem um peso molecular ponderal médio de cerca de 300 a cerca de
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5.000 daltons. Em determinadas modalidades, o polimero é um poli(etilenoglicol) que
tem um peso molecular ponderal médio de cerca de 750 daltons, por exemplo
PEG(750). Polimeros também podem ser definidos pelo nimero de monémeros nos
mesmos; uma modalidade preferencial da presente divulgacao utiliza polimeros de
pelo menos cerca de trés monémeros, em que tais polimeros de PEG consistem em
trés mondmeros que tém um peso molecular de aproximadamente 132 daltons.

[0236]0utros polimeros hidrofilicos que podem ser adequados para uso na
presente divulgacdo incluem polivinilpirrolidona, polimetoxazolina, polietiloxazolina,
metacrilamida de poli-hidroxipropila, polimetacrilamida, polidimetilacrilamida, e celulo-
ses derivadas, tais como hidroximetilcelulose ou hidroxietilcelulose.

[0237]Em determinadas modalidades, uma formulacédo da presente divulga-
cdo compreende um polimero biocompativel selecionado a partir do grupo que con-
siste em poliamidas, policarbonatos, polialquilenos, polimeros de ésteres acrilicos e
metacrilicos, polimeros de polivinila, poliglicélidos, polissiloxanos, poliuretanos e co-
polimeros dos mesmos, celuloses, polipropileno, polietilenos, poliestireno, polimeros
de acido latico e &cido glicdlico, polianidridos, poli(orto)ésteres, poli(acido butico),
poli(acido valérico), poli(lactideo-co-caprolactona), polissacarideos, proteinas, acidos
poli-hialurénicos, policianoacrilatos € mesclas, misturas, ou copolimeros dos mesmos.

[0238]Ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, que consistem em 6, 7, ou
8 unidades de glicose, designadas pela letra grega a, 3 ou y, respectivamente. As
unidades de glicose sdo ligadas por ligacoes a-1,4-glicosidicas. Como consequéncia
da conformagéo em cadeira das unidades de acgucar, todos os grupos hidroxila secun-
darios (em C-2, C-3) estao localizados em um lado do anel, enquanto todos os grupos
hidroxila primarios em C-6 estédo situados no outro lado. Como resultado, as faces
externas sao hidrofilicas, tornando as ciclodextrinas solUveis em agua. Em contraste,

as cavidades das ciclodextrinas sdo hidrofébicas, visto que sédo alinhadas pelo hidro-
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génio de atomos C-3 e C-5, e por oxigénios semelhantes a éter. Essas matrizes per-
mitem a complexagdo com uma variedade de compostos relativamente hidrofobicos,
incluindo, por exemplo, compostos esteroides, como 17a-estradiol (consultar, por
exemplo, van Uden et al. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38:1-3-113 (1994)). A complexacao
ocorre por interagdes Van der Waals e por formacao de ligagdo de hidrogénio. Para
uma revisao geral da quimica de ciclodextrinas, consultar, Wenz, Agnew. Chem. Int.
Ed. Engl., 33:803 a 822 (1994).

[0239]As propriedades fisico-quimicas dos derivados de ciclodextrina depen-
dem fortemente do tipo e do grau de substituicdo. Por exemplo, sua solubilidade em
agua esta na faixa de insoltvel (por exemplo, triacetil-beta-ciclodextrina) a 147% so-
lavel (p/v) (G-2-beta-ciclodextrina). Além disso, 0s mesmos sdo soluveis em muitos
solventes organicos. As propriedades das ciclodextrinas possibilitam o controle sobre
a solubilidade de varios componentes de formulacdo aumentando ou diminuindo-se
sua solubilidade.

[0240]Varias ciclodextrinas e métodos para sua preparagdo foram descritos.
Por exemplo, Parmeter (1), et al. (Patente n? U.S. 3.453.259) e Gramera, et al. (Patente
n® U.S. 3.459.731) descreveram ciclodextrinas eletroneurais. Outros derivados in-
cluem ciclodextrinas com propriedades cati6nicas [Parmeter (ll), Patente n® U.S.
3.453.257], ciclodextrinas reticuladas insollveis (Solms, Patente n® U.S. 3.420.788),
e ciclodextrinas com propriedades anidnicas [Parmeter (lll), Patente n® U.S.
3.426.011]. Entre os derivados de ciclodextrina com propriedades anidnicas, acidos
carboxilicos, acidos fosforosos, acidos fosfinosos, acidos fosfénicos, acidos fosféri-
cos, acidos tiofosfonicos, 4cidos tiossulfinicos e acidos sulfénicos foram anexos a ci-
clodextrina parental [consultar, Parmeter (lll), supra]. Adicionalmente, os derivados de
ciclodextrina de éter sulfoalquilico foram descritos por Stella, et al. (Patente n® U.S.

5.134.127).
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[0241]0s lipossomos consistem em pelo menos uma membrana bicamada li-
pidica que envolve um compartimento interno aquoso. Os lipossomos podem ser ca-
racterizados por tipo de membrana e por tamanho. Vesiculas unilamelares pequenas
(SUVs) tém uma membrana Unica e estao tipicamente na faixa entre 0,02 e 0,05 um
em diametro; vesiculas unilamelares grandes (LUVS) s&o tipicamente maiores do que
0,05 pm. As vesiculas grandes oligolamelares e vesiculas multilamelares tém multi-
plas camadas de membrana usualmente concéntricas e séo tipicamente maiores do
que 0,1 um. Os lipossomos com diversas membranas nao concéntricas, isto €, diver-
sas vesiculas menores contidas em uma vesicula maior, sdo denominados vesiculas
multivesiculares.

[0242]Um aspecto da presente divulgacao se refere a formulagdes que com-
preendem lipossomos que contém um conjugado de oligbmero antissenso da pre-
sente divulgacdo, em que a membrana de lipossomo é formulada para fornecer um
lipossomo com capacidade carreadora aumentada. Alternativa ou adicionalmente, o
conjugado de oligbmero antissenso da presente divulgacao pode ser contido, ou ad-
sorvido, na bicamada de lipossomo do lipossomo. Um conjugado de oligbmero antis-
senso da presente divulgacao pode ser agregado com um tensoativo lipidico e carre-
ado no espaco interno do lipossomo; Nestes casos, a membrana de lipossomo é for-
mulada para resistir aos efeitos de rompimento do agregado de agente ativo-tensoa-
tivo.

[0243]De acordo com uma modalidade da presente divulgacao, a bicamada
lipidica de um lipossomo contém lipidios derivados com poli(etileno glicol) (PEG), de
modo que as cadeias de PEG se estendam a partir da superficie interna da bicamada
lipidica no espaco interior encapsulado pelo lipossomo, e se estendam a partir do ex-
terior da bicamada lipidica no ambiente circundante.

[0244]0s agentes ativos contidos em lipossomos da presente divulgacéao es-
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tdo em forma solubilizada. Os agregados de tensoativo e agente ativo (como emul-
sbes ou micelas que contém o agente ativo de interesse) podem ser retidos no espago
interior de lipossomos de acordo com a presente divulgacdo. Um tensoativo atua para
dispersar e solubilizar o agente ativo, e pode ser selecionado a partir de qualquer
tensoativo alifatico, cicloalifatico ou aromatico, incluindo, mas sem limitacéo, lisfosfa-
tidilcolinas biocompativeis (LPGs) de comprimentos de cadeia variaveis (por exemplo,
de cerca de C14 a cerca de C20). Os lipidios derivados de polimero, como PEG-
lipidios, também podem ser utilizados para formagéao de micela, visto que atuarao para
inibir a fusdo de micela/membrana, e visto que a adicdo de um polimero a moléculas
tensoativas diminui o CMC do tensoativo e auxilia na formagéao de micela. Sao prefe-
renciais os tensoativos com CMOs na faixa micromolar; os tensoativos CMC superio-
res podem ser utilizados para preparar micelas retidas em lipossomos da presente
divulgacao.

[0245]0s lipossomos de acordo com a presente divulgacdo podem ser prepa-
rados por qualquer uma entre uma variedade de técnicas que sdo conhecidas na arte.
Consultar, por exemplo, a Patente n® U.S. 4.235.871; Pedido PCT publicado n® WO
96/14057; New RRC, Liposomes: A practical approach, IRL Press, Oxford (1990),
paginas 33-104; e Lasic DD, Liposomes from physics to applications, Elsevier Science
Publishers BV, Amsterda, 1993. Por exemplo, os lipossomos da presente divulgacao
podem ser preparados difundindo-se um lipidio derivado com um polimero hidrofilico
em lipossomos pré-formados, como expondo-se lipossomos pré-formados a micelas
compostas de polimeros enxertados com lipidio, em concentragdes de lipidio corres-
pondentes a porcentagem de mols finais de lipidio derivado, que é desejavel no lipos-
somo. Os lipossomos que contém um polimero hidrofilico também podem ser forma-
dos por homogeneizacao, hidratagdo em campo de lipidio, ou técnicas de extrusao,
conforme conhecido na técnica.

[0246]Em outro procedimento de formulagio exemplificativo, o agente ativo €
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primeiro dispersado por sonicagdo em uma lisfosfatidilcolina ou outro tensoativo de
CMC baixo (incluindo lipidios enxertados com polimero) que solubiliza prontamente
as moléculas hidrofébicas. A suspensao micelar resultante de agente ativo é, entdo,
usada para re-hidratar uma amostra de lipidio secada que contém uma porcentagem
de mols adequada de lipidio enxertado com polimero, ou colesterol. O lipidio € a sus-
pensdo de agente ativo €, entdo, formada em lipossomos com o uso de técnicas de
extrusdo, conforme conhecido na técnica, e os lipossomos resultantes separados da
solucdo encapsulada por separacao de coluna padréo.

[0247]Em um aspecto da presente divulgacao, os lipossomos sdo preparados
para ter tamanhos substancialmente homogéneos em uma faixa de tamanho selecio-
nada. Um método de dimensionamento eficaz envolve a extrusao de uma suspensao
aquosa dos lipossomos através de uma série de membranas de policarbonato que
tém um tamanho de poro uniforme selecionado; o tamanho de poro da membrana
correspondera estritamente aos maiores tamanhos de lipossomos produzidos por ex-
trusdo através daquela membrana. Consultar, por exemplo, a Patente n® U.S.
4.737.323 (12 de abril de 1988). Em certas modalidades, os reagentes, como Dhar-
maFECT® e Lipofectamine®, podem ser utilizados para introduzir polinucleotideos ou
proteinas em células.

[0248]As caracteristicas de liberacao de uma formulacao da presente divulga-
cdo dependem do material de encapsulagéo, a concentragcdo de farmaco encapsu-
lado, e da presenca de modificadores de liberacédo. Por exemplo, a liberagao pode ser
manipulada para ser dependente de pH, por exemplo, com o uso de um revestimento
sensivel a pH que se libera apenas a um baixo pH, como no estémago, ou um pH
mais alto, como no intestino. Um revestimento entérico pode ser usado para impedir
a liberacao de ocorrer até a passagem através do estdbmago. Multiplos revestimentos

ou misturas de cianamida encapsulados em materiais diferentes podem ser usados
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para obter uma liberacao inicial no estdmago, seguido por liberagao posterior no in-
testino. A liberacao também pode ser manipulada por inclusédo de sais ou agentes de
formacao de poro, os quais aumentam a ingestao de agua ou liberagado de farmaco
por difusdo da capsula. Os excipientes que modificam a solubilidade do farmaco tam-
bém podem ser usados para controlar a taxa de liberacao. Os agentes que intensifi-
cam a degradacdo da matriz ou liberacdo da matriz também podem ser incorporados.
Os mesmos podem ser adicionados ao farmaco, adicionados como uma fase sepa-
rada (isto €, como particulados), ou podem ser codissolvidos na fase de polimero de-
pendendo do composto. Na maioria dos casos cases em que a quantidade deve estar
entre 0,1 e 30 por cento (p/p de polimero). Tipos de intensificadores de degradacao
incluem sais inorganicos, como sulfato de amdnio e cloreto de ambnio, acidos organi-
cos, como acido citrico, acido benzoico e acido ascérbico, bases inorganicas, como
carbonato de sédio, carbonato de potassio, carbonato de calcio, carbonato de zinco e
hidréxido de zinco, e bases orgénicas, como sulfato de protamina, espermina, colina,
etanolamina, dietanolamina e trietanolamina e tensoativos, como Tween® e Pluro-
nic®. Os agentes de formacao de poro que adicionam microestrutura as matrizes (isto
é, compostos sollveis em agua, como sais e agucares inorganicos) sao adicionados
como particulados. A faixa esta tipicamente entre um e trinta por cento (p/p de poli-
mero).

[0249]A ingestao também pode ser manipulada alterando-se o tempo de resi-
déncia das particulas no intestino. Isso pode ser alcangado, por exemplo, revestindo-
se a particula com, ou selecionando-se como o material de encapsulagéo, um poli-
mero adesivo mucosal. Os exemplos incluem a maioria dos polimeros com grupos
carboxila livres, como quitosana, celuloses e especialmente poliacrilatos (conforme
usado no presente documento, poliacrilatos se referem a polimeros incluindo grupos
acrilato e grupos acrilato modificados, como cianoacrilatos e metacrilatos).

[0250]Um conjugado de oligbmero antissenso pode ser formulado para ser
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contido em, ou, adaptado para liberar por um dispositivo ou implante cirdrgico ou mé-
dico. Em certos aspectos, um implante pode ser revestido ou tratado de outro modo
com um conjugado de oligdmero antissenso. Por exemplo, hidrogéis, ou outros poli-
meros, como polimeros biocompativeis e/ou biodegradaveis, podem ser usados para
revestir um implante com as composi¢oes farmacéuticas da presente divulgacao (isto
é, a composicao pode ser adaptada para uso com um dispositivo médico usando-se
um hidrogel ou outro polimero). Os polimeros e copolimeros para revestir dispositivos
médicos com um agente sdo bem conhecidos na técnica. Os exemplos de implantes
incluem, mas sem limitacao, estentes, estentes de eluicao de farmaco, suturas, prote-
ses, cateteres vasculares, cateteres de didlise, enxertos vasculares, valvulas cardia-
cas prostéticas, marca-passo cardiaco, desfibriladores cardioversores desfibriladores
implantaveis, agulhas 1V, dispositivos para definicdo e formagéo 6ssea, como pinos,
parafusos, placas e outros dispositivos, e matrizes de tecido artificial para cura de
leséo.

[0251]Além dos métodos fornecidos no presente documento, os conjugados
de oligbmero antissenso para uso de acordo com a divulgacao podem ser formulados
para administracdo em qualquer maneira conveniente para uso em medicina humana
ou veterinaria, por analogia com outros produtos farmacéuticos. Os conjugados de
oligbmero antissenso e suas formulagdes correspondentes podem ser administrados
sozinhos ou em combinacdo com outras estratégias terapéuticas no tratamento de
distrofia muscular, como transplante de mioblasto, terapias de célula-tronco, adminis-
tracdo de antibidticos de aminoglicosideo, inibidores de proteassoma, e terapias de
regulagao crescente (por exemplo, regulacdo crescente de utrofina, um paralogo au-
toss6mico de distrofina).

[0252]Em algumas modalidades, o produto terapéutico adicional pode ser ad-
ministrado antes, concomitantemente ou subsequentemente a administracdo do con-

jugado de oligbmero antissenso da presente divulgacao. Por exemplo, 0s conjugados
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de oligbmero antissenso podem ser administrados em combinagdo com um esteroide
e/ou antibiético. Em certas modalidades, os conjugados de oligdmero antissenso sao
administrados a um paciente que esta em terapia de esteroide de fundo (por exemplo,
terapia de esteroide de fundo intermitente ou crénica/continua). Por exemplo, em al-
gumas modalidades, o paciente foi tratado com um corticosteroide antes da adminis-
tracdo de um oligbmero antissenso e continua a receber a terapia de esteroide. Em
algumas modalidades, o esteroide é glicocorticoide ou prednisona.

[0253]As rotas de administracdo descritas sdo destinadas apenas como um
guia visto que um praticante versado na técnica podera determinar prontamente a rota
otimizada de administracao e qualquer dosagem para qualquer animal e afeccéo par-
ticular. Multiplas abordagens para introduzir material genético novo funcional em cé-
lulas, tanto in vitro quanto in vivo, foram tentadas (Friedmann (1989) Science,
244:1.275 a 1.280). Essas abordagens incluem a integracdo do gene para ser expres-
sado em retrovirus modificados (Friedmann (1989) supra; Rosenberg (1991) Cancer
Research 51(18), suppl.: 5074S a 5079S); integracdo em vetores ndo retrovirus (por
exemplo, vetores virais adenoassociados) (Rosenfeld, et al. (1992) Cell, 68:143 a 155;
Rosenfeld, et al. (1991) Science, 252:431 a 434); ou administracdo de um transgene
ligado a um elemento promotor-intensificador heterélogo por meio de lipossomos
(Friedmann (1989), supra; Brigham, et al. (1989) Am. J. Med. Sci., 298:278 a 281;
Nabel, et al. (1990) Science, 249:1.285 a 1.288; Hazinski, et al. (1991) Am. J. Resp.
Cell Molec. Biol., 4:206 a 209; e Wang e Huang (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA),
84:7.851 a 7.855); acoplado a sistemas de transporte com base em cation especificos
de ligando (Wu e Wu (1988) J. Biol. Chem., 263:14.621 a 14.624) ou o0 uso de DNA
nu, vetores de expressao (Nabel et al. (1990), supra; Wolff et al. (1990) Science,
247:1.465 a 1.468). A injecao direta de transgenes no tecido produz apenas expressao
localizada (Rosenfeld (1992) supra; Rosenfeld et al. (1991) supra; Brigham et al.

(1989) supra; Nabel (1990) supra; e Hazinski et al. (1991) supra). O grupo Brigham et
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al. (Am. J. Med. Sci. (1989) 298:278 a 281 e Clinical Research (1991) 39 (resumo))
relataram transfeccéo in vivo apenas de pulmdes de camundongos que seguem a
administracdo intravenosa ou intratraqueal de um complexo de lipossomo de DNA.
Um exemplo de um artigo de revisao de procedimentos de terapia de gene humano
é: Anderson, Science (1992) 256:808 a 813.

[0254]Em uma modalidade adicional, composi¢cdes farmacéuticas da divulga-
cao podem compreender adicionalmente um carboidrato conforme fornecido em Han
et al., Nat. Comms. 7, 10.981 (2016), cuja totalidade esta incorporada ao presente
documento, a titulo de referéncia. Em algumas modalidades, as composi¢des farma-
céuticas da divulgacado podem compreender 5% de um hexose carboidrato. Por exem-
plo, a composicao farmacéutica da divulgacao pode compreender 5% de glicose, 5%
de frutose ou 5% de manose. Em certas modalidades, as composi¢des farmacéuticas
da divulgacdo podem compreender 2,5% de glicose e 2,5% de frutose. Em algumas
modalidades, as composi¢des farmacéuticas da divulgacao podem compreender um
carboidrato selecionado a partir de: arabinose presente em uma quantidade de 5%
em volume, glicose presente em uma quantidade de 5% em volume, sorbitol presente
em uma quantidade de 5% em volume, galactose presente em uma quantidade de 5%
em volume, frutose presente em uma quantidade de 5% em volume, xilitol presente
em uma quantidade de 5% em volume, manose presente em uma quantidade de 5%
em volume, uma combinacao de glicose e frutose cada uma presente em uma quan-
tidade de 2,5% em volume, e uma combinacao de glicose presente em uma quanti-
dade de 5,7% em volume, frutose presente em uma quantidade de 2,86% em volume,
e xilitol presente em uma quantidade de 1,4% em volume.

V. Métodos de uso

Restauracio do quadro de leitura de distrofina com o uso de salto de éxon

[0255]Uma potencial abordagem terapéutica para o tratamento da DMD cau-

sada por mutacgdes fora do quadro no gene da distrofina € sugerida pela forma mais
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leve da distrofinopatia conhecida como BMD, que é causada por mutacdes em quadro.
A capacidade de converter uma mutacgao fora do quadro em uma mutagao em quadro
preservaria hipoteticamente o quadro de leitura do mRNA e produziria uma proteina
distrofina internamente encurtada, mas funcional. Os conjugados de oligbmero antis-
senso da divulgacéo foram concebidos para atingir isso.

[0256]A hibridizagdo do PMO com a sequéncia pré-mRNA direcionada inter-
fere na formacdo do complexo de splicing pré-mRNA e deleta o éxon 53 do mRNA
maduro. A estrutura e conformacéo de conjugados de oligbmero antissenso da divul-
gacao permitem o pareamento de bases especifico da sequéncia com a sequéncia
complementar. Por mecanismo similar, eteplirsen, por exemplo, que € um PMO que
foi concebido para pular o éxon 51 do pré-mRNA da distrofina, permite o pareamento
de bases especifico da sequéncia com a sequéncia complementar contida no éxon 51
do pré-mRNA da distrofina.

[0257]0 mRNA de distrofina normal contendo todos os 79 éxons produzira
uma proteina distrofina normal. O grafico na Figura 1 representa uma pequena segao
do pré-mRNA da distrofina e do mRNA maduro, do éxon 47 para o éxon 53. O formato
de cada éxon mostra como os cdédons sao divididos entre os éxons; de nota, um cddon
consiste em trés nucleotideos. Os éxons retangulares comegam e terminam com co-
dons completos. Os éxons com formato de seta comegam com um cédon completo,
mas terminam com um cédon dividido, contendo apenas o nucleotideo n° 1 do cédon.
Os nucleotideos n° 2 e n° 3 desse cédon estdo contidos no éxon subsequente que
comecara com um formato em vértice.

[0258]0s mRNA da distrofina que ndo possuem éxons inteiros do gene da
distrofina resultam tipicamente na DMD. O grafico da Figura 2 ilustra um tipo de mu-
tacdo genética (delecéo do éxon 50) que € conhecida por resultar em DMD. Como o
éxon 49 termina em um cdédon completo e o éxon 51 comega com o segundo nucleo-

tideo de um codon, o quadro de leitura apds o éxon 49 é deslocado, resultando em
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qguadro de leitura de mRNA fora do quadro e na incorporacdo de aminoacidos incor-
retos a jusante da mutacdo. A subsequente auséncia de um dominio funcional de li-
gacao do distroglicano C-terminal resulta na produgao de uma proteina distrofina ins-
tavel.

[0259]Eteplirsen pula o éxon 51 para restabelecer o quadro de leitura de
MRNA. Como o éxon 49 termina em um cdédon completo e 0 éxon 52 comega com 0
primeiro nucleotideo de um cédon, a delegao do éxon 51 restabelece o quadro de
leitura, resultando na producdo de uma proteina distrofina internamente encurtada
com um sitio de ligacao de distroglicano intacto, similar a uma mutagédo da DMD “em
quadro” (Figura 3).

[0260]A viabilidade de melhorar o fen6tipo de DMD com o uso de salto do
éxon para restabelecer o quadro de leitura aberto de mRNA da distrofina € suportada
por pesquisa nao clinica. Inumeros estudos em modelos de animal distréfico de DMD
mostraram que a restabelecimento da distrofina pelo salto de éxon leva a aprimora-
mentos confiaveis na for¢a e fungdo muscular (Sharp 2011; Yokota 2009; Wu 2008;
Wu 2011; Barton-Davis 1999; Goyenvalle 2004; Gregorevic 2006; Yue 2006; Welch
2007; Kawano 2008; Reay 2008; van Putten 2012). Um exemplo convincente disso
vem de um estudo em que os niveis de distrofina apds o salto do éxon (com o uso de
uma terapia de PMO) foram comparados com a fungdo muscular no mesmo tecido.
Em camundongos mdx distréficos, os musculos tibial anterior (TA) tratados com PMO
especifico de camundongos mantiveram ~75% de sua capacidade maxima de forca
apds contragdes indutoras de estresse, enquanto os musculos TA contralaterais ndo
tratados mantiveram apenas ~25% de sua capacidade maxima de for¢a (p <0,05)
(Sharp 2011). Em um outro estudo, 3 caes CXMD distroficos receberam, com 2 a 5
meses de vida, terapia de salto de éxon com o uso de PMO especifico para sua mu-
tacdo genética uma vez por semana por 5 a 7 semanas ou a cada duas semanas por

22 semanas. Apoés a terapia do salto do éxon, todos os 3 cdes demonstraram uma
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expressao extensa da distrofina no masculo esquelético em todo o corpo, bem como
uma manuteng¢ao ou aprimoramento da ambulacgao (teste de corrida de 15 m) em re-
lacdo a linha de base. Em contrapartida, cdes CXMD de tempo de vida compativel
nao tratados mostraram uma diminuigdo marcada na ambulagédo ao longo do curso do
estudo (Yokota 2009).

[0261]Demonstrou-se que os PMOs tém mais atividade de salto de éxon em
concentragdes equimolares do que fosforotioatos tanto em camundongos mdx quanto
no modelo de camundongo DMD humanizado (hDMD), que expressa todo o transcrito
DMD humano (Heemskirk 2009). Experimentos in vitro com o uso de reagdao em ca-
deia da polimerase de transcricao reversa (RT-PCR) e Western blot (WB) em células
normais do musculo esquelético humano ou células musculares de pacientes com
DMD com diferentes mutagdes passiveis de salto de éxon 51 identificaram eteplirsen
(um PMO) como um potente indutor do salto de éxon 51. O salto do éxon 51 induzido
por Eteplirsen foi confirmado in vivo no modelo de camundongo hDMD (Arechavala-
Gomeza 2007).

[0262]O0s resultados clinicos para analisar o efeito de um conjugado de oligd-
mero antissenso que é complementar a uma regiao alvo do éxon 53 do pré-mRNA da
distrofina humana e induz o salto do éxon 53 incluem fibras positivas para distrofina
percentual (PDPF), teste de caminhada de seis minutos (6MWT), perda de ambulacao
(LOA), Avaliacdo Ambulatorial North Star (NSAA), testes de funcdo pulmonar (TFP),
capacidade de ficar de pé (de uma posi¢ao supina) sem suporte externo, produgéo de
novo de distrofina e outras medidas funcionais.

[0263]Em algumas modalidades, a presente divulgacao fornece métodos para
produzir distrofina em um individuo que tem uma mutacéo do gene da distrofina que
é passivel de salto do éxon 53, em que o método compreende administrar ao individuo

um conjugado de oligbmero antissenso, ou sal farmaceuticamente aceitdvel do
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mesmo, conforme descrito no presente documento. Em certas modalidades, a pre-
sente divulgacao fornece métodos para restabelecer um quadro de leitura de mRNA
para induzir a produgéo de proteina distrofina em um individuo com distrofia muscular
de Duchenne (DMD) que tem uma mutacao do gene da distrofina que é passivel de
salto do éxon 53. A producgéo de proteina pode ser medida por reagdo em cadeia da
polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR), analise de Western blot ou imuno-his-
toquimica (IHC).

[0264]Em algumas modalidades, a presente divulgacao fornece métodos para
tratar DMD em um individuo em necessidade do mesmo, em que o individuo tem uma
mutacado do gene da distrofina que é passivel de salto do éxon 53, em que 0 método
compreende administrar ao individuo um conjugado de oligbmero antissenso, ou sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, conforme descrito no presente documento.
Em varias modalidades, o tratamento do individuo é medido pelo atraso da progressao
da doenca. Em algumas modalidades, o tratamento do individuo é medido pela ma-
nutencdo da ambulagéo no individuo ou pela reducéo de perda da ambulagéo no in-
dividuo. Em algumas modalidades, a ambulacdo é medida com o uso do Teste de
Caminhada de 6 Minutos (6BMWT). Em certas modalidades, a ambulagdo é medida
com o uso da Avaliacdo Ambulatorial North Start (NSAA).

[0265]Em varias modalidades, a presente divulgacado fornece métodos para
manter a fungdo pulmonar ou reduzir a perda da fung@o pulmonar em um individuo
com DMD, em que o individuo tem uma mutacao do gene de DMD que € passivel de
salto do éxon 53, em que o método compreende administrar ao individuo um conju-
gado de oligbmero antissenso, ou sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, con-
forme descrito no presente documento. Em algumas modalidades, a fungao pulmonar
€ medida como Pressdao Maxima Expiratéria (MEP). Em certas modalidades, a funcao
pulmonar € medida como Pressdo Maxima Inspiratéria (MIP). Em algumas modalida-

des, a fungéo pulmonar é medida como Capacidade Vital Forcada (FVC).
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[0266]Em uma modalidade adicional, as composi¢oes farmacéuticas da divul-
gacao podem ser coadministradas com um carboidrato nos métodos da revelagéo, na
mesma formulagéo ou € uma formulagao separada, conforme fornecido em Han et al.,
Nat. Comms. 7, 10.981 (2016), cuja totalidade esta incorporada ao presente docu-
mento, a titulo de referéncia. Em algumas modalidades, as composicoes farmacéuti-
cas da divulgacao podem ser coadministradas com 5% de um hexose carboidrato. Por
exemplo, as composi¢oes farmacéuticas da divulgacdo podem ser coadministradas
com 5% de glicose, 5% de frutose ou 5% de manose. Em certas modalidades, as
composic¢des farmacéuticas da divulgacdo podem ser coadministradas com 2,5% de
glicose e 2,5% de frutose. Em algumas modalidades, a composicao farmacéutica da
divulgacao pode ser coadministrada com um carboidrato selecionado a partir de: ara-
binose presente em uma quantidade de 5% em volume, glicose presente em uma
quantidade de 5% em volume, sorbitol presente em uma quantidade de 5% em vo-
lume, galactose presente em uma quantidade de 5% em volume, frutose presente em
uma quantidade de 5% em volume, xilitol presente em uma quantidade de 5% em
volume, manose presente em uma quantidade de 5% em volume, uma combinacgéo
de glicose e frutose cada uma presente em uma quantidade de 2,5% em volume, e
uma combinacao de glicose presente em uma quantidade de 5,7% em volume, frutose
presente em uma quantidade de 2,86% em volume, e xilitol presente em uma quanti-
dade de 1,4% em volume.

[0267]Em diversas modalidades, um conjugado de oligbmero antissenso da
divulgacao é coadministrado com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
composto anti-inflamatério ndo esteroidal. Em algumas modalidades, o composto anti-
inflamatério ndo esteroidal € um inibidor de NF-kB. Por exemplo, em algumas moda-
lidades, o inibidor de NF-kB pode ser CAT-1004 ou um sal farmaceuticamente aceita-
vel do mesmo. Em diversas modalidades, o inibidor de NF-kB pode ser um conjugado

de salicilato e DHA. Em algumas modalidades, o inibidor de NF-kB é CAT-1041 ou um
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sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Em certas modalidades, o inibidor de NF-
kB é um conjugado de salicilato e EPA. Em diversas modalidades, o inibidor de NF-

kB é
0

H
H
(0268] oH 0 K\ X N

ceuticamente aceitavel do mesmo.

, ou um sal farma-

[0269]Em algumas modalidades, o composto anti-inflamatério ndo esteroidal
€ um inibidor de TGF-b. Por exemplo, em certas modalidades, o inibidor de TGF-b é
HT-100.

[0270]Em certas modalidades, € descrito um conjugado de oligbmero antis-
senso, conforme descrito no presente documento, para uso em terapia. Em certas
modalidades, é descrito um conjugado de oligbmero antissenso, conforme descrito no
presente documento, para uso no tratamento de distrofia muscular de Duchenne. Em
certas modalidades, é descrito um conjugado de oligbmero antissenso conforme des-
crito no presente documento para uso na fabricagao de um medicamento para uso em
terapia. Em certas modalidades, é descrito um conjugado de oligbmero antissenso
conforme descrito no presente documento para uso na fabricagao de um medicamento
para o tratamento de distrofia muscular de Duchenne.

V. Kits

[0271]A divulgacdo também fornece kits para o tratamento de um paciente
com uma doencga genética, em que o kit compreende pelo menos uma molécula an-
tissenso (por exemplo, um conjugado de oligbmero antissenso apresentado na SEQ
ID NO: 1), embalada em um recipiente adequado, junto com instrugbes para seu uso.
Os kits também podem conter reagentes periféricos, tais como tampdes, estabilizado-
res, etc. Os versados na técnica devem apreciar que as aplicagoes do método acima

tém ampla aplicacdo para identificar moléculas antissenso adequadas para uso no
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tratamento de muitas outras doengas. Em uma modalidade, o kit compreende um con-
jugado de oligbmero antissenso de acordo com a Formula (lIl).

Exemplos

[0272]Embora a divulgacao anterior tenha sido descrita com algum detalhe
por meio de ilustracdo e exemplo para fins de clareza de compreensao, ficara pronta-
mente evidente para um versado na técnica a luz dos ensinamentos desta divulgagéao
de que certas alteragcdes e modificagbes podem ser realizadas sem afastar-se do es-
pirito ou escopo das reivindicagdes anexas. Os exemplos a seguir sdo fornecidos a
titulo de ilustracédo apenas e ndao como limitacdo. Os versados na técnica reconhece-
rao prontamente uma variedade de parametros nao criticos que poderiam ser altera-
dos ou modificados para produzir resultados essencialmente similares.

Materiais e métodos

Condicoes de tratamento de cultura de tecido e célula

[0273]Miécitos humanos diferenciados (ZenBio, Inc.) foram usados para medir
o salto de éxon. Especificamente, mioblastos (ZenBio, Inc., SKB-F) foram cultivados
para confluéncia de 80 a 90% a 37 °C e 5% de CO2 em meio de crescimento (SKB-
M; ZenBio, Inc.). A diferenciagéo foi iniciada mediante a substituicdo do meio de cres-
cimento pelo meio de diferenciagdo (SKM-D; ZenBio, Inc.). Para analisar o salto de
éxon 53, 1 x 10* células diferenciadas foram colocadas em uma placa de 24 pogos e
1 ml de meio de diferenciagdo (SKM-D; ZenBio, Inc.) que contém diversas concentra-
cbes de PMO ou PPMO foi adicionado a cada pogo e incubado durante 96 horas.

Andlise de Western blot

[0274]Para analise de western blot, o tecido foi homogeneizado com tampéao
de homogeneizacgéao (4% de SDS, ureia 4 M, tris-HCI 125 mM (pH 6,8)) em uma razao
entre 9 e 18 x sec¢des de tecido de 20 um em aproximadamente 5 mm de didmetro em

133 pl de tampao. O lisado correspondente foi coletado e submetido a quantificacédo
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de proteina com o uso do kit de ensaio de proteina RC DC de acordo com as instru-
cOes do fabricante (BioRad Cat. 500-0122). As amostras de extrato de tecido foram
diluidas 1:10 com o uso de tampao de homogeneizagao para ficar dentro da faixa da
curva padrao de BSA. As amostras foram preparadas de modo que 35 ul de amostra
iriam conter a quantidade desejada de proteina com o uso de 25 pl de lisado de pro-
teina, 7 ul de tampao de amostra NUPAGE LDS (Life Technologies Cat. NP0008, Car-
Isbad, Califérnia, EUA) e 3 ul de agente redutor NUPAGE (10 x) (Life Technologies
Cat. NP0004). Apds o aquecimento das amostras de proteina durante 5 minutos a 95
°C, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi carregado em um mini gel
de tris-acetato de poliacrilamida a 3 a 8%, 10 pocos, 1 mm, NuPAGE Novex (Life
Technologies Cat. EA0375) em um maximo de 50 ug de carga de proteina total por
faixa. O gel foi executado em 150 volts a temperatura ambiente até que a frente de
corante tivesse escorrido do gel. Os géis de proteina resultantes foram transferidos
para membranas de PVDF (Life Technologies Cat. LC2007) durante 75 minutos a
temperatura ambiente com 30 volts com o0 uso de tampéao de transferéncia NuPAGE
(Life Technologies NP006-1), 10% de metanol e 0,1% de antioxidante NUPAGE (Life
Technologies NP0O005).

[0275]Apéds a transferéncia de proteina, as membranas de PVDF foram imer-
sas em tampao TTBS (1X TBS (Amresco Cat. J640-4L), 0,1% (em v/v) de tween-20).
As membranas foram transferidas para o tampéao bloqueador (5% (em p/v) leite em p6
desnatado (Lab Scientific Cat. M0841) em TTBS) e embebidas de um dia para o outro
a 4 °C com balango delicado. Ap6s o bloqueio, as membranas foram incubadas du-
rante 60 minutos a temperatura ambiente em DYS1 (Leica Cat. NCL-DYS1) diluido
1:20 com o0 uso de tampao bloqueador, ou 20 minutos a temperatura ambiente em
anticorpo anti-a-actinina (Sigma-Aldrich Cat. NA931V) diluido 1:100.000 com tampéao
bloqueador, seguido de seis lavagens (cinco minutos cada com TTBS). Anti-IgG de

camundongo conjugado com peroxidase de raiz-forte (GE Healthcare Cat. NA931V)
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foi diluido 1:40.000 com o uso de tampao bloqueador e adicionado as membranas
durante 45 minutos (DYS1) ou 15 minutos (a-actinina), seguido novamente por seis
lavagens. Com o uso do kit de detecgdo ECL Prime Western (GE Healthcare Cat.
RPN2232), o filme foi exposto ao gel e desenvolvido consequentemente. O filme de-
senvolvido foi submetido a varredura e analisado com o uso do software ImageQuant
TL Plus (versdo 8.1) e a andlise de regressao linear foi realizada com o uso de sof-
tware Graphpad.

[0276]Cada gel de Western blot inclui uma curva padrao de distrofina de 4 ou
5 pontos preparada com o uso de proteina total extraida do tecido normal (quadriceps,
diafragma ou coracao de camundongo) diluida a, por exemplo, 64%, 16%, 4%, 1% €
0,25% (consultar, por exemplo, Figuras 5A e 5B) e enriquecida em extrato de tecido
DMD (por exemplo, quadriceps, diafragma ou coragdao de camundongo mdx, ou qua-
driceps, diafragma ou musculo liso NHP (Gl)). As amostras de curva padrao foram
processadas conforme descrito acima. Os niveis de proteina de distrofina como por-
centagem de niveis de distrofina do tipo selvagem (% de WT) foram determinados
mediante a comparacgéo de intensidades de banda de distrofina com a curva padrao
de gel.

Analise de RT-PCR

[0277]Para a analise de RT-PCR, o RNA foi isolado das células com o uso do
kit lllustra GE spin seguindo o protocolo do fabricante. A concentracao e pureza do
RNA foi determinada com o uso de um NanoDrop. O salto de éxon 53 foi medido por
RT-PCR com um iniciador direto que liga a juncao de éxon 51/52 e 54 SEQ ID NO: 5
(5’-CATCAAGCAGAAGGCAACAA-3’) e um iniciador inverso que liga a juncdo de
éxon 51/52 e 54 SEQ ID NO: 6 (5’-GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA-3’). Um éxon 53
pulado resultou em um amplicon de 201 bp e um éxon 53 ndo pulado resultou em um
amplicon de 413 bp.

[0278]0 salto de éxon 23 de camundongo foi medido por RT-PCR com um
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iniciador direto-SEQ ID NO: 7 (5’-CACATCTTTGATGGTGTGAGG-3’) e um iniciador
inverso SEQ ID NO: 8 (5’- CAACTTCAGCCATCCATTTCTG -3’).

[0279]Depois que o RNA foi submetido a RT-PCR, as amostras foram anali-
sadas com o uso de uma maquina Caliper, que usa eletroforese capilar de gel. A por-
centagem de salto de éxon foi calculada com o0 uso da seguinte equacao: (area sob a
curva para bandas puladas)/(soma de area sob a curva para bandas puladas e nao
puladas)x100.

Imunoistoquimica: coloracio de distrofina:

[0280]Secdes de tecido congeladas de 10 microns do quadriceps de camun-
dongo foram usadas para detectar a distrofina por anticorpo primario de distrofina (di-
luicao 1:250, coelho, Abcam, n°® de catalogo ab15277) em 10% de soro de cabra + 1%
de BSA em PBS e anticorpo secundario de cabra anti-coelho Alexa-Fluoro 488 (dilui-
cao de 1:1.000) em 10% de soro de cabra + 1% de BSA.

Preparacado de subunidades de morfolino
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Esquema 1: via sintética geral para subunidades de pmo

[0281]Com referéncia ao Esquema 1, em que B representa uma parte de pa-

reamento de bases, as subunidades de morfolino podem ser preparadas a partir do

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 116/196



106/148

ribonucleosideo correspondente (1), como mostrado. A subunidade de morfolino (2)
pode ser opcionalmente protegida por reagdo com um precursor de grupo protetor
adequado, por exemplo, cloreto de tritila. O grupo protetor 3’ é geralmente removido
durante a sintese de oligdmeros de estado sélido, conforme descrito em mais detalhes
abaixo. A parte de pareamento de bases pode ser adequadamente protegida para a
sintese de oligdmeros de fase sélida. Grupos protetores adequados incluem benzoila
para adenina e citosina, fenilacetila para guanina e pivaloiloximetila para hipoxantina
(1). O grupo pivaloiloximetila pode ser introduzido na posicdo N1 da base heterociclica
de hipoxantina. Embora uma subunidade de hipoxantina desprotegida possa ser em-
pregada, os rendimentos em reacdes de ativacdao sao muito superiores quando a base
é protegida. Outros grupos de protecdo adequados incluem aqueles divulgados na
Patente n° US 8.076.476, que esta aqui incorporada a titulo de referéncia em sua
totalidade.

[0282]A reagdo de 3 com o composto de fosforo ativado 4 resulta em subuni-
dades de morfolino com a parte de ligac&do desejada 5.

[0283]0s compostos de estrutura 4 podem ser preparados com o uso de qual-
quer numero de métodos conhecidos pelos versados na técnica. O acoplamento com
a parte de morfolino entdo avanca conforme apresentado acima.

[0284]0s compostos de estrutura 5 podem ser usados na sintese de oligbme-
ros de fase sélida para preparacao de oligdmeros que compreendem as ligacdes in-
tersubunidades. Tais métodos sdo bem conhecidos na técnica. Resumidamente, um
composto de estrutura 5 pode ser modificado na extremidade 5’ para conter um ligante
a um suporte solido. Uma vez suportado, o grupo protetor de 5 (por exemplo, tritila na
extremidade 3’) é removido e a amina livre é reagida com uma parte de fésforo ativada
de um segundo composto de estrutura 5. Essa sequéncia é repetida até que o oligo
de comprimento desejado seja obtido. O grupo protetor na extremidade terminal 3’ ou

pode ser removido ou deixado se for desejada uma modificacdo de 3’. O oligo pode
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ser removido do suporte sélido com o uso de qualquer nimero de métodos, ou trata-
mento exemplificador com uma base para clivar a ligagcao ao suporte solido.

[0285]A preparacao de oligdbmeros morfolino em geral e oligdbmeros morfolino
especificos da divulgacao é descrita em mais detalhes nos Exemplos.

Preparacao de oligbmeros de morfolino

[0286]A preparacdo dos compostos da divulgagao é realizada com o uso do

seguinte protocolo de acordo com o Esquema 2:
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Esquema 2: preparacao de acido de cauda ativada

[0287]Preparacao de carbamato de tritil piperazina fenila 35: A uma suspen-
séo resfriada do composto 11 em diclorometano (6 mil/g de 11) adicionou-se uma so-
lucdo de carbonato de potassio (3,2 eq) em agua (4 ml/g de carbonato de potassio).
A esta mistura de duas fases foi lentamente adicionada uma solucéo de cloroformato
de fenila (1,03 eq) em diclorometano (2 g/g de cloroformato de fenila). A mistura de
reacao foi aquecida a 20 °C. No final da reacéo (1 a 2 h), as camadas foram separa-
das. A camada organica foi lavada com agua e seca em carbonato de potassio anidro.
O produto 35 foi isolado por cristalizacao de acetonitrila.

[0288]Preparacao de alcool de carbamato 36: Hidreto de sddio (1,2 eq) foi
suspenso em 1-metil-2-pirrolidinona (32 ml/g de hidreto de sédio). A esta suspensao
foram adicionados trietilenoglicol (10,0 eq) e o composto 35 (1,0 eq). A pasta aquosa
resultante foi aquecida até 95 °C. No final da reagéo (1 a 2 h), a mistura foi resfriada
para 20 °C. A essa mistura foi adicionado diclorometano/terc-butil éter metilico a 30%
(emv:v) e 4gua. A camada organica contendo produto foi lavada sucessivamente com
NaOH aquoso, acido succinico aquoso e cloreto de sodio aquoso saturado. O produto
36 foi isolado por cristalizacdo de diclorometano/éter metil terc-butilico/heptano.

[0289]Preparacao de acido de cauda 37: A uma solu¢do do composto 36 em
tetraidrofurano (7 ml/g de 36) foi adicionado anidrido succinico (2,0 eq) € DMAP (0,5
eq). A mistura foi aquecida a 50 °C. No final da reagéo (5 h), a mistura foi resfriada

para 20 °C e ajustada para pH 8,5 com NaHCO3 aquoso. Adicionou-se éter metil-terc-
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butilico e o produto foi extraido para a camada aquosa. Foi adicionado diclorometano
e a mistura foi ajustada a pH 3 com acido citrico aquoso. A camada organica contendo
produto foi lavada com uma mistura de tampao de citrato a pH = 3 e cloreto de sédio
aquoso saturado. Esta solucéo de diclorometano de 37 foi usada sem isolamento na
preparagao do composto 38.

[0290]Preparacédo de 38: A solucdo do composto 37 foi adicionada imida de
acido N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboxilico (HONB) (1,02 eq), 4-dimetilaminopiri-
dina (DMAP) (0,34 eq) e, entdo, cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodii-
mida (EDC) (1,1 eq). A mistura foi aquecida a 55 °C. No final da reagéo (4 a 5 horas),
a mistura foi resfriada a 20 °C e lavada sucessivamente com acido citrico 0,2 M/sal-
moura a 1:1 e salmoura. A solugdo de diclorometano sofreu troca de solvente para
acetona e, entao, para N, N-dimetilformamida, e o produto foi isolado por precipitacao
de acetona/N,N-dimetilformamida em cloreto de sédio aquoso saturado. O produto
bruto foi ressuspenso varias vezes em agua para remover N,N-dimetilformamida e
sais residuais.

[0291]Método de sintese de PMO A: Uso de ancora de dissulfeto

[0292]A introducdo da “Cauda” ativada na resina carregada com ancora foi
realizada em dimetil imidazolidinona (DMI) pelo procedimento usado para a incorpo-

racao das subunidades durante a sintese de fase sélida.
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Esquema 3: preparacio do suporte sélido para a sintese de oligbmeros mor-

[0293]Esse procedimento foi realizado em um recipiente de peptideo revestido
silanizado (ChemGilass, NJ, EUA) com uma frita de vidro de porosidade grossa (40 a
60 um), agitador suspenso e torneira de 3 vias Teflon para permitir que N2 borbulhe
através da frita ou uma extragédo a vacuo.

[0294]As etapas de tratamento/lavagem de resina no seguinte procedimento
consistem em duas operacgdes basicas: fluidizacdo de resina ou reator de leito agitado
e extracdo de solvente/solugao. Para fluidizagdo de resina, a torneira foi posicionada
para permitir o fluxo de N2 através da frita e o tratamento/lavagem de resina especifi-
cado foi adicionado ao reator e deixado permear e molhar completamente a resina. A
mistura foi, entdo, iniciada e a pasta aquosa de resina misturada durante o tempo
especificado. Para extragcdo com solvente/solugao, a mistura e o fluxo de N2 foram
interrompidos e a bomba de vacuo foi iniciada e, entédo, a torneira foi posicionada para
permitir a evacuacéo do tratamento/lavagem de resina para o lixo. Todos os volumes
de tratamento/lavagem de resina foram de 15 ml/g de resina, salvo indicacdo em con-
trario.

[0295]A resina de aminometilpoliestireno (mesh de 100 a 200; ~1,0 mmol/g de
carga com base na substituicdo de nitrogénio; 75 g, 1 eq, Polymer Labs, RU, parte n°
1464-X799) em um recipiente de peptideo revestido silanizado foi adicionada 1-metil-
2-pirrolidinona (NMP; 20 ml/g de resina) e foi permitido que a resina intumescesse
com mistura por 1 a 2 h. Apds a evacuagao do solvente intumescido, a resina foi la-
vada com diclorometano (2 x 1 a 2 min), diisopropiletilamina a 5% em isopropanol/
diclorometano a 25% (2 x 3 a 4 min) e diclorometano (2 x 1 a 2 min). Apés evacuagao
da lavagem final, a resina foi tratada com uma solugdo de ancora de dissulfureto 34
em 1-metil-2-pirrolidinona (0,17 M; 15 ml/g de resina, ~ 2,5 eq) € a mistura de re-

sina/reagente foi aquecida a 45 °C por 60 horas. No final da reagéo, o aquecimento
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foi interrompido e a solugcao de ancora foi evacuada e a resina foi lavada com 1-metil-
2-pirrolidinona (4 x 3 a 4 min) e diclorometano (6 x 1 a 2 min). A resina foi tratada com
uma solucéo de dicarbonato de dietila a 10% (em v/v) em diclorometano (16 ml/g; 2 x
5 a 6 min) e, entédo, lavada com diclorometano (6 x 1 a 2 min). A resina 39 foi seca
sob uma corrente de N2 por 1 a 3 h e, entdo, sob vacuo até peso constante (£ 2%).
Rendimento: 110 a 150% do peso de resina original.

[0296]Determinacdo do Carregamento de resina de Aminometilpoliestireno-
dissulfeto: O carregamento da resina (niumero de sitios reativos potencialmente dis-
poniveis) é determinado por um ensaio espectrométrico para o numero de grupos tri-
fenilmetila (tritila) por grama de resina.

[0297][29]Um peso conhecido de resina seca (25 + 3 mg) € transferido para
um frasco volumétrico de 25 ml silanizado e séo adicionados ~ 5 ml de &cido trifluoro-
acético a 2% (em v/v) em diclorometano. O conteldo é misturado por agitacao suave
e, entdo, deixado em repouso por 30 min. O volume é levado até 25 ml com acido
trifluoroacético a 2% (em v/v) adicional em diclorometano € o conteudo completa-
mente misturado. Com o uso de uma pipeta de deslocamento positivo, uma aliquota
da solucdo contendo tritila (500 pl) é transferida para um frasco volumétrico de 10 mi
e o volume € levado até 10 ml com acido metanossulfénico.

[0298]0 teor de cation tritila na solugao final € medido por absorvancia de UV
a431,7 nm e o carregamento de resina calculado em grupos tritila por grama de resina
(Mmol/g) com o uso dos volumes, diluicdes, coeficiente de extingao (€: 41 pumol-1cm-
1) e peso de resina apropriados. O ensaio é realizado em triplicata e um carregamento
médio € calculado.

[0299]0 procedimento de carregamento da resina nesse exemplo fornecera a
resina um carregamento de aproximadamente 500 umol/g. Obteve-se um carrega-
mento de 300 a 400 umol/g se a etapa de incorporacao de ancora de dissulfureto for

realizada durante 24 horas a temperatura ambiente.
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[0300]Carregamento de Cauda: Com o uso da mesma configuracdo e volu-
mes que para a preparagao de resina de dissulfureto de aminometilpoliestireno, a
Cauda pode ser introduzida em suporte sélido. A resina carregada com ancora foi
primeiro desprotegida sob condi¢cdes acidas e o material resultante foi neutralizado
antes do acoplamento. Para a etapa de acoplamento, foi usada uma solugéo de 38
(0,2 M) em DMI contendo 4-etilmorfolina (NEM, 0,4 M) em vez da solugédo de ancora
de dissulfureto. Ap6s 2 h a 45 °C, a resina 39 foi lavada duas vezes com diisopropile-
tilamina a 5% em isopropanol a 25%/diclorometano e uma vez com DCM. A resina foi
adicionada uma solug¢do de anidrido benzoico (0,4 M) e NEM (0,4 M). Ap6s 25 min, o
revestimento do reator foi resfriado a temperatura ambiente e a resina foi lavada duas
vezes com diisopropiletilamina a 5% em isopropanol a 25%/diclorometano e oito vezes
com DCM. A resina 40 foi filtrada e seca sob alto vacuo. O carregamento para a resina
40 ¢é definido como sendo o carregamento da resina original de dissulfureto de amino-
metilpoliestireno 39 usada no carregamento da Cauda.

[0301]Sintese de Fase Sélida: Os Oligdmeros Morfolino foram preparados em
um Sintetizador Automatico de Peptideos Gilson AMS-422 em colunas de reacéo de
polipropileno de 2 ml de Gilson (Parte n° 3980270). Um bloco de aluminio com canais
para o fluxo de agua foi colocado ao redor das colunas enquanto as mesmas se as-
sentavam no sintetizador. O AMS-422 adicionara alternativamente solugdes de rea-
gente/lavagem, mantera durante um periodo de tempo especificado e evacuara as
colunas com o uso de vacuo.

[0302]Para oligbmeros na faixa até cerca de 25 subunidades de comprimento,
é preferencial a resina de dissulfureto de aminometilpoliestireno com carregamento
proximo de 500 pmol/g de resina. Para oligdmeros maiores, é preferencial a resina de
dissulfureto de aminometilpoliestireno com carregamento de 300 a 400 umol/g de re-
sina. Se for desejada uma molécula com Cauda 5’, a resina que foi carregada com a

Cauda ¢ escolhida com as mesmas diretrizes de carregamento.
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[0303]Foram preparadas as seguintes solucdes de reagente:

[0304]Solucdo de detritilagdo: Acido Cianoacético a 10% (em p/v) em dicloro-
metano/acetonitrila a 4:1;

[0305]Solucdo de Neutralizagdo: Diisopropiletilamina a 5% em diclorome-
tano/isopropanol a 3:1; e

[0306]Solucdo de Acoplamento: Subunidade de Morfolino ativada 0,18 M (ou
0,24 M para oligdmeros com mais de 20 subunidades) da base e tipo de ligacao de-
sejados e N etilmorfolina 0,4 M, em 1,3-dimetilimidazolidinona.

[0307]Diclorometano (DCM) foi usado como uma lavagem transicional que se-
para as diferentes lavagens de solugcéo de reagente diferentes.

[0308]No sintetizador, com o bloco ajustado em 42 °C, foi adicionado a cada
coluna contendo 30 mg de resina de dissulfureto de aminometilpoliestireno (ou resina
de Cauda) 2 ml de 1-metil-2-pirrolidinona e deixado descansar a temperatura ambi-
ente por 30 min. Apéds a lavagem duas vezes com 2 ml de diclorometano, foi empre-

gado o seguinte ciclo de sintese:

Etapa Volume Distribuicao Tempo de retencao
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
Detritilagao 1,5 ml Calabouco 15 segundos
DCM 1,5 mi Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 124/196



114/148

Etapa Volume Distribuicao Tempo de retencao
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
DCM 1,5 mi Calabouco 30 segundos
Acoplamento 350 a 500 ul Seringa 40 minutos
DCM 1,5 mi Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
Neutralizagao 1,5 ml Calabouco 30 segundos
DCM 1,5 mi Calabouco 30 segundos
DCM 1,5 mi Calabouco 30 segundos
DCM 1,5 mi Calabouco 30 segundos

[0309]As sequéncias dos oligdmeros individuais foram programadas no sinte-
tizador de modo que cada coluna receba a solucdo de acoplamento apropriada
(A,C,G,T,l) na sequéncia apropriada. Quando o oligbmero em uma coluna tiver com-
pletado a incorporacao de sua subunidade final, a coluna foi removida do bloco e um
ciclo final foi realizado manualmente com uma solugao de acoplamento composta por
cloreto de 4-metoxitrifenilmetila (0,32 M em DMI) contendo 4-etilmorfolina a 0,89 M.

[0310]Clivagem da resina € a remocao de bases e grupos protetores da es-
trutura principal: Apés a metoxitritilagdo, a resina foi lavada 8 vezes com 2 ml de 1-
metil-2-pirrolidinona. Adicionou-se um ml de uma solugéao de clivagem que consiste

em 1,4-ditiotreitol (DTT) 0,1 M e trietilamina 0,73 M em 1-metil-2-pirrolidinona, tampou-
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se a coluna e a mesma foi deixada em repouso a temperatura ambiente durante 30
min. ApOs esse tempo, a solucéo foi drenada para um frasco Wheaton de 12 ml. A
resina grandemente encolhida foi lavada duas vezes com 300 pul de solugao de cliva-
gem. Adicionou-se a solugéo 4,0 ml de aménia aquosa conc. (armazenada a -20 °C),
o frasco tampado firmemente (com tampa de rosca revestida com Teflon), e a mistura
foi balangcada para misturar a solugédo. O frasco foi colocado em um forno a 45 °C
durante 16 a 24 horas para efetuar a clivagem dos grupos protetores da base e da
estrutura principal.

[0311]Purificacao de produto cru: A solugdo de amondlise em frascos foi re-
movida do forno e deixada resfriar até a temperatura ambiente. A solucao foi diluida
com 20 ml de aménia aquosa a 0,28% e passada através de uma coluna de 2,5x10
cm contendo resina Macroprep HQ (BioRad). Um gradiente de sal (A: ambnia a 0,28%
com B: cloreto de sédio 1 M em aménia a 0,28%; B a 0 a 100% em 60 min) foi usado
para eluir o pico contendo metoxitritila. As fragdbes combinadas foram reunidas e pos-
teriormente processadas dependendo do produto desejado.

[0312]Demetoxitritilagdo de Oligdmeros Morfolino: As fracgdes reunidas da
purificacdo de Macroprep foram tratadas com H3PO4 1 M para baixar o pH para 2,5.
Apés a mistura inicial, as amostras permaneceram a temperatura ambiente por 4 min,
quando foram neutralizadas a pH 10 a 11 com aménia a 2,8%/agua. Os produtos fo-
ram purificados por extracédo de fase sélida (SPE).

[0313]Empacotamento e condicionamento de coluna de SPE: Amberchrome
CG-300M (Rohm e Haas; Filadélfia, PA, EUA) (3 ml) é empacotado em colunas de
frita de 20 ml (Colunas de Cromatografia BioRad Econo-Pac (732-1011)) e a resina
foi enxaguado com 3 ml do disposto a seguir: NH4OH a 0,28%/acetonitrila a 80%;
NaOH 0,5 M/etanol a 20%; agua; H3PO4 50 mM/acetonitrila 80%; agua; NaOH
0,5/etanol a 20%; agua; NH40H a 0,28%.

[0314]Purificacdo de SPE: A solucdo da desmetoxitritilacao foi carregada na
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coluna e a resina foi lavada trés vezes com 3 a 6 ml de ambnia aquosa a 0,28%.
Colocou-se um frasco Wheaton (12 ml) sob a coluna e o produto foi eluido por duas
lavagens com 2 ml de acetonitrila a 45% em amdnia aquosa a 0,28%.

[0315]Isolamento de produto: As solugdes foram congeladas em gelo seco e
os frascos colocados em um liofilizador para produzir um p6 branco macio. As amos-
tras foram dissolvidas em agua, filtradas através de um filtro de 0,22 micron (Pall Life
Sciences, filtro de seringa Acrodisc de 25 mm, com uma membrana HT Tuffryn de 0,2
micron) usando uma seringa e a Densidade Optica (OD) foi medida em um espectro-
fotdbmetro de UV para determinar as unidades de OD do oligbmero presente, bem
como dispensar a amostra para andlise. As solugdes foram, entdo, colocadas nova-
mente em frascos Wheaton para liofilizagao.

[0316]Analise de Oligbmeros Morfolino por MALDI: A espectrometria de
massa MALDI-TOF foi usada para determinar a composicao de fracdes em purifica-
cOes, bem como fornecer evidéncias para identidade (peso molecular) dos oligbme-
ros. As amostras foram testadas apds diluicdo com solugéo de acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (acido sinapinico), 3,4,5-tri-hidroxiacetofenona (THAP) ou &cido alfa-
ciano-4-hidroxicindmico (HCCA) como matrizes.

[0317]Método de sintese de PMO B: Uso de ancora de NCP2

[0318]Sintese de ancora de NCP2:

1. Preparacio de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metila (1)
OxCH O« _OMe

[0319]A um frasco de 100 | foi carregado com 12,7 kg de acido 4-fluoro-3-
nitrobenzoico, adicionou-se 40 kg de metanol e 2,82 kg de &cido sulfurico concen-

trado. A mistura foi agitada em refluxo (65 °C) durante 36 horas. A mistura de reacao
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foi resfriada até 0 °C. Os cristais formados a 38 °C. A mistura foi retida a 0 °C durante
4 h, entdo, filtrada sob nitrogénio. O frasco de 100 | foi lavado e a torta do filtro foi
lavada com 10 kg de metanol que foi resfriada até 0 °C. A torta do filtro sélida foi seca
no funil durante 1 hora, transferida para bandejas e seca em um forno a vacuo a tem-
peratura ambiente a um peso constante de 13,695 kg de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de
metila (100% de rendimento; HPLC 99%).

2. Preparacao de acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico

A. 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de (Z)-METILA

0 OMe
O OMe

O,N A0

1 2

[0320]Um frasco de 100 I foi carregado com 3,98 kg de 4-fluoro-3-nitrobenzo-
ato de metila (1) da etapa anterior, 9,8 kg de DMF, 2,81 kg de acetoacetato de metila.
A mistura foi agitada e resfriada até 0 °C. A isto adicionou-se 3,66 kg de DBU durante
cerca de 4 horas, enquanto a temperatura foi mantida em ou abaixo de 5 °C. A mistura
foi agitada 1 hora adicional. Ao frasco de reacéo adicionou-se uma solucéao de 8,15
kg de acido citrico em 37,5 kg de agua purificada, enquanto a temperatura de reacao
foi mantida em ou abaixo de 15 °C. Apds a adi¢do, a mistura de reacao foi agitada 30
minutos adicionais, entao, filtrada sob nitrogénio. A torta do filtro umida foi retornada
para o frasco de 100 | juntamente com 14,8 kg de agua purificada. A pasta fluida foi
agitada durante 10 minutos, entéo, filtrada. A torta imida foi novamente retornada
para o frasco de 100 |, transformada em pasta fluida com 14,8 kg de agua purificada
durante 10 minutos, e filtrada para 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitro-

benzoato de (Z)-metila bruto.
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B. ACIDO 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico

Os OMe O~ _.OH
_>
OzN O,N
AN O~
OH O o)
2 3

[0321]O 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de (Z)-me-
tila bruto foi carregado em um frasco de reacao de 100 | sob nitrogénio. A isso adicio-
nou-se 14,2 kg de 1,4-dioxano e agitou-se. A mistura adicionou-se uma solugdo de
16,655 kg de HCI concentrado e 13,33 kg de agua purificada (HCI 6 M) durante 2
horas, enquanto que a temperatura da mistura de reagéo foi mantida abaixo de 15 °C.
Quando a adicao foi concluida, a mistura de reacdo foi aquecida a refluxo (80 °C)
durante 24 horas, resfriada até a temperatura ambiente e filtrada sob nitrogénio. A
torta do filtro sélida foi triturada com 14,8 kg de agua purificada, filtrada, triturada no-
vamente com 14,8 kg de agua purificada e filtrada. O sélido foi retornado para o frasco
de 100 I com 39,9 kg de DCM e refluxado com agitacao durante 1 hora. 1,5 kg de agua
purificada foi adicionado para dissolver os sélidos restantes. A camada organica de
fundo foi dividida em um frasco de 72 | pré-aquecido, entdo, retornada para um frasco
de 100 | seco limpo. A solucao foi resfriada até 0 °C, retida durante 1 hora, entao,
filtrada. A torta do filtro sélida foi lavada duas vezes cada com uma solugao de 9,8 kg
de DCM e 5 kg de heptano, entédo, seca no funil. O sélido foi transferido para bandejas
e seco a um peso constante de 1,855 kg de &cido 3-Nitro-4-(2-oxopropil)benzoico.
Rendimento geral de 42% do composto 1. HPLC 99,45%.

3. Preparacio de succinato de n-tritilpiperazina (nip)
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[0322]A um frasco encamisado de 72 | foi carregado sob nitrogénio com 1,805
kg de cloreto de trifenilmetila e 8,3 kg de tolueno (solucao TPC). A mistura foi agitada
até os sélidos dissolverem. A um frasco de reagcdo encamisado de 100 | foi adicionado,
sob nitrogénio, 5,61 kg de piperazina, 19,9 kg de tolueno e 3,72 kg de metanol. A
mistura foi agitada e resfriada até 0 °C. A isso adicionou-se lentamente em porcdes a
solugdo TPC durante 4 horas, enquanto que a temperatura de reagao foi mantida em
ou abaixo de 10 °C. A mistura foi agitada durante 1,5 horas a 10 °C, entdo, deixada
para aquecer até 14 °C. 32,6 kg de agua purificada foram carregados no frasco de 72
l, entdo, transferidos para o frasco de 100 [, enquanto que a temperatura de lote interno
foi mantida a 20 +/- 5 °C. As camadas foram deixadas para dividir e a camada aquosa
de fundo foi separada e armazenada. A camada orgénica foi extraida trés vezes com
32 kg de agua purificada cada e as camadas aquosas foram separadas e combinadas
com a solugao aquosa armazenada.

[0323]A camada organica restante foi resfriada até 18 °C e uma solucao de
847 g de acido succinico em 10,87 kg de agua purificada foi adicionada lentamente
em porgdes a camada organica. A mistura foi agitada durante 1,75 horas a 20 +/- 5
°C. A mistura foi filtrada e os sélidos foram lavados com 2 kg de TBME e 2 kg de
acetona, entédo, secos no funil. A torta do filtro foi triturada duas vezes com 5,7 kg cada
de acetona e filtrada e lavada com 1 kg de acetona entre trituragdes. O sélido foi seco
no funil, entdo, transferido para bandejas e seco em um forno a vacuo a temperatura
ambiente a um peso constante de 2,32 kg de NTP. Rendimento de 80%.

4. Preparacio de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-ikmeta-

a. PREPARACAO DE 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazina-1-carbonil)fenil)propan-2-
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[0324]A um frasco encamisado de 100 | foram carregados sob nitrogénio 2 kg

(o]
>
8]

de acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico (3), 18,3 kg de DCM e 1,845 kg de cloridrato
de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC.HCI). A solucéo foi agitada até
gue uma mistura homogénea fosse formada. 3,048 kg de NTP foram adicionados du-
rante 30 minutos a temperatura ambiente e agitados por 8 horas. 5,44 kg de agua
purificada foram adicionados a mistura de reagéo e agitados por 30 minutos. As ca-
madas foram deixadas separar e a camada organica de fundo que contém o produto
foi drenada e armazenada. A camada aquosa foi extraida duas vezes com 5,65 kg de
DCM. As camadas organicas combinadas foram lavadas com uma solugéo de 1,08 kg
de cloreto de sédio em 4,08 kg de agua purificada. As camadas organicas foram secas
com 1,068 kg de sulfato de sodio e filtradas. O sulfato de sédio foi lavado com 1,3 kg
de DCM. As camadas organicas combinadas foram transformadas em pasta fluida
com 252 g de gel de silica e filtradas através de um funil de filtro que contém um leito
de 252 g de gel de silica. O leito de gel de silica foi lavado com 2 kg de DCM. As
camadas organicas combinadas foram evaporadas em um rotovap. 4,8 kg de THF
foram adicionados ao residuo e, entdo, evaporados no rotovap até que 2,5 volumes
do 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazina-1-carbonil)fenil)propan-2-ona bruto em THF fosse al-
cancgado.

B. PREPARACAOQ DE (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil) (4-tritilpiperazin-1-il)me-
tanona (5)
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[0325]A um frasco encamisado de 100 I foi carregado sob nitrogénio 3.600 g
de 4 da etapa anterior e 9.800 g de THF. A solucao agitada foi resfriada para <5 °C.
A solucao foi diluida com 11.525 g de etanol e 194 g de boroidreto de sédio foram
adicionados durante cerca de 2 horas a <5 °C. A mistura de reacgéo foi agitada 2 horas
adicionais a < 5 °C. A reagéo foi bruscamente arrefecida com uma solugéo de cerca
de 1,1 kg de cloreto de ambnio em cerca de 3 kg de agua por meio de adicdo lenta
para manter a temperatura a < 10 °C. A mistura de reacgdo foi agitada 30 minutos
adicionais, filtrada para remover inorganicos, e recarregada em um frasco encamisado
de 100 | e extraida com 23 kg de DCM. A camada orgéanica foi separada e a aquosa
foi duas vezes mais extraida com 4,7 kg de DCM cada. As camadas organicas com-
binadas foram lavadas com uma solugdo de cerca de 800 g de cloreto de sodio em
cerca de 3 kg de 4gua, entdo, secas com 2,7 kg de sulfato de sodio. A suspensao foi
filtrada e a torta do filtro foi lavada com 2 kg de DCM. Os filtrados combinados foram
concentrados a 2,0 volumes, diluidos com cerca de 360 g de acetato de etila, e eva-
porados. O produto bruto foi carregado em uma coluna de gel de silica de 4 kg de
silica recheada com DCM sob nitrogénio e eluida com 2,3 kg de acetato de etila em
7,2 kg de DCM. As fragbes combinadas foram evaporadas e o residuo foi tomado em
11,7 kg de tolueno. A solugdo de tolueno foi filtrada e a torta do filtro foi lavada duas
vezes com 2 kg de tolueno cada. A torta do filtro foi seca a um peso constante de
2,275 kg de composto 5 (46% de rendimento do composto 3) HPLC 96,99%.

5. Preparacao de 2.5-dioxopirrolidin-1-il(1-(2-nitro-4-(4-trifenilmetilpiperazina-
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1 carbonil)fenil)propan-2-il) carbonato (adncora ncp?2)
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[0326]A um frasco encamisado de 100 | foram carregados sob nitrogénio 4,3
kg de composto 5 (peso ajustado com base no tolueno residual por RMN de H'; todos
os reagentes doravante foram escalonados consequentemente) e 12,7 kg de piridina.
A isso foram carregados 3,160 kg de DSC (78,91% em peso por RMN de H'), en-
quanto que a temperatura interna foi mantida a < 35 °C. A mistura de reacgao foi enve-
lhecida durante cerca de 22 horas no ambiente, entao, filirada. A torta do filtro foi
lavada com 200 g de piridina. Em dois lotes que compreendem, cada um, 2do volume
de filirado, a lavagem de filtrado foi carregada lentamente em um frasco encamisado
de 100 | que contém uma solucao de cerca de 11 kg de acido citrico em cerca de 50
kg de agua e agitada por 30 minutos para permitir a precipitagéo de sélido. O sélido
foi coletado com um funil de filtro, lavado duas vezes com 4,3 kg de agua por lavagem,
e seco no funil de filtro sob vacuo.

[0327]0s s6lidos combinados foram carregados em um frasco encamisado de
100 | e dissolvidos em 28 kg de DCM e lavados com uma solucéao de 900 g de carbo-
nato de potassio em 4,3 kg de agua. Apds 1 hora, as camadas foram permitidas se-
parar e a camada aquosa foi removida. A camada organica foi lavada com 10 kg de
agua, separada e seca com 3,5 kg de sulfato de sédio. O DCM foi filtrado, evaporado
e seco a vacuo a 6,16 kg de Ancora de NCP2 (114% de rendimento).

Sintese de resina carregada em ancora de Ncp?2

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 133/196



123/148

[0328]A um reator de sintese em fase soélida de 75 | com uma torneira de Te-
flon foram carregados cerca de 52 | de NMP e 2.300 g de resina de aminometil poli-
estireno. A resina foi agitada no NMP para expandir por cerca de 2 horas, entdo, dre-
nada. A resina foi lavada duas vezes com cerca de 4 | de DCM por lavagem, entéo,
duas vezes com 39 | de solugao de neutralizagao por lavagem, entdo, duas vezes com
39 | de DCM por lavagem. A solugdo de ancora de NCP2 foi lentamente adicionada a
solugcdo de resina de agitacao, agitada por 24 horas a temperatura ambiente e dre-
nada. A resina foi lavada quatro vezes com 39 | de NMP por lavagem e seis vezes
com 39 | de DCM por lavagem. A resina foi tratada e agitada com 2 da solugéo de
cobertura DEDC por 30 minutos, drenada e foi tratada e agitada com a 22 2 da solugao
de cobertura DEDC por 30 minutos e drenada. A resina foi lavada seis vezes com 39
| de DCM por lavagem, entédo, seca em um forno ao peso constante de 3.573,71 g de
resina carregada em ancora.

[0329]Preparacao de oligbmero de morfolino com o uso de ancora de NCP2

[0330]Sintese em fase sélida a 50 | de Substancia de farmaco Golodirsen
(PMO n° 1)

1. Materiais

Tabela 2: materiais de partida

Nome de|Nome quimico Numero CAS |Formula qui-|Peso Mo-
Material mica lecular

Subuni- |Acido fosfosamidocloridico, | 1155373-30-0 | CasHs7CIN7O4P [722,2
dade A|éster N,N-dimetil-,[6-[6-(ben-
ativada | zoilamino)-9H-purin-9-il]-4-
(trifenilmetil)-2-morfoliniljme-
tilico

Subuni- |Acido  fosforamidocloridico, | 1155373-31-1 | Ca7Hs7CINsOsP |698,2
dade C|éster N,N-dimetil-,[6-[4-(ben-
ativada | zoilamino)-2-oxo-1(2H)-piri-
midinil]-4-(trifenilmetil)-2-mor-
folinillmetilico

Subuni- |Acido propanoico, éster 2,2-|1155309-89-9 |Cs1Hs3sCIN7O7P |942,2
dade dimetil-,4-[[[9-[6-[[[cloro(di-
metilamino)fosfiniljoxi]metil]-
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Nome de|Nome quimico Numero CAS |Formula qui-|Peso Mo-
Material mica lecular
DPG ati-|4-(trifenilmetil)-2-morfolinil]-2-

vada [(2-fenilacetil)amino]-9H-pu-

rin-6-ilJoxi]metillfenilico

Subuni- |Acido  fosforamidocloridico, | 1155373-34-4 | Ca1Hz4CIN4OsP |609,1
dade T|éster N,N-dimetil-,[6-(3,4-di-
ativada | hidro-5-metil-2,4-dioxo-
1(2H)-pirimidinil)]-4-(trifenil-
metil)-2-morfolinullmetilico

Cauda de|Acido  butanodioico, 1
EG3 ati-|[3aR,4S,7R,7aS)-

vada 1,3,3a,4,7,7a-hexa-hidro-1,3-
dioxo-4,7-metano-2H-isoin-
dol-2-il] 4-[2-[2-[2-[[[4-(trifenil-
metil)-1-piperaziniljcarbo-
niljoxi]etoxiletoxi]etil]

1380600-06-5 | C43H47N30O10 765,9

[0331]Estruturas quimicas de materiais de partida:

A. CAUDA DE eg3 ATIVADA
O 0
OYo\/\O /\/Ov\o M‘/O\N H
N 0]
(] ’ J ‘
OO

B. SUBUNIDADE c ativada (para preparacio, consultar patente n° u.s.

8.067.571)
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C. SUBUNIDADE a ativada (para preparacao, consultar patente n° u.s.

8.067.571)
Cl
N—I:3= )
(@) —N H
O I\Il// \
N
j/ N=/

D. SUBUNIDADE dpg ATIVADA (para preparacdo, CONSULTAR

DOCUMENTO N° wo 2009/064471)

E. SUBUNIDADE t ATIVADA (para preparacdo, CONSULTAR wo

2013/082551)
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F. RESINA CARREGADA EM ANCORA

O,N

)

O)\NH

R1

LN
¢

[0332]em que R' é um meio de suporte.

Tabela 3: descricdo de solucdes para sintese de oligbmero de fase soélida de

substancia de farmaco bruta Golodirsen

Nome de solugao

Composicao de solugéo

Solugdo de ancora

de NCP2

37,51 de NMP e 1.292 g de &ncora de NCP2

Solugdo de cober-

tura DEDC

4,16 | de Dicarbonato de Dietila (DEDC), 3,64 | de NEM e 33,8
| de DCM

Solucédo de CYTFA

2,02 kg de 4-cianopiridina, 158 | de DCM, 1,42 1 de TFA, 39 I de
TFE e 2 | de 4gua purificada

Solugéo de neutrali-

zagao

35,31de IPA, 7,51 de DIPEA e 106,51 de DCM
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Nome de solugcdo |Composicao de solugado

Solugdo de cliva-|1.530,04 g de DTT, 6,96 | de NMP ¢ 2,98 | de DBU

gem

2. Sintese de substancia de farmaco bruta Golodirsen

A. Expansao de resina

[0333]750 g de resina carregada em ancora e 10,5 | de NMP foram carregados
em um 50 | de reator silanizado e agitada durante 3 horas. O NMP foi drenado € a
resina carregada em ancora foi lavada duas vezes com 5,5 | cada de DCM e duas
vezes com 5,5 | cada um de 30% de TFE/DCM.

B. CICLO 0: acoplamento de cauda de eg3

[0334]A resina carregada em ancora foi lavada trés vezes com 5,5 | cada de
30% de TFE/DCM e drenado, lavado com 5,5 | de solu¢do de CYFTA para 15 minutos
e drenada, e novamente lavado com 5,5 | de solugdo de CYTFA por 15 minutos sem
drenagem na qual 122 mlde NEM/DCM a 1:1 foram carregados e a suspensao agitada
por 2 minutos e drenada. A resina foi lavada duas vezes com 5,5 | de solugéo de
neutralizagdo por 5 minutos e drenada, entdo, duas vezes com 5,5 | cada de DCM e
drenada. Uma solucao de 706,2 g de cauda de EG3 ativada (MW 765,85) e 234 ml de
NEM em 3 | de DMI foram carregados na resina e agitados por 3 horas em RT e
drenados. A resina foi lavada duas vezes com 5,5 | cada de solucéo de neutralizacéo
por 5 minutos por cada lavagem, e uma vez com 5,51 de DCM e drenada. Uma solugéo
de 374,8 g de anidrido benzoico € 195 ml de NEM em 2.680 ml de NMP foram carre-
gados e agitados por 15 minutos e drenados. A resina foi agitada com 5,5 | de solugéo
de neutralizacdo por 5 minutos, entéo, lavada uma vez com 5,5 |de DCM e duas vezes
com 5,5 | cada de 30% de TFE/DCM. A resina foi suspensa em 5,5 | de 30% de
TFE/DCM e retida por 14 horas.

C. Ciclos de acoplamento de subunidade 1-30

|. Tratamentos de pré-acoplamento
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[0335]Antes de cada ciclo de acoplamento conforme descrito na Figura 18, a
resina foi: 1) lavada com 30% de TFE/DCM,; 2) a) tratada com solucdo de CYTFA 15
minutos e drenada, e b) tratada com solucdao de CYTFA por 15 minutos na qual foi
adicionado NEM/DCM a 1:1, agitada, e drenada; 3) agitada trés vezes com solucao
de neutralizacao; e 4) lavada duas vezes com DCM. Consultar a Figura 18.

Il. Tratamentos pds-acoplamento

[0336]Depois que cada solugao de subunidade foi drenada, conforme descrito
na Figura 18, a resina foi: 1) lavada com DCM; e 2) lavada duas vezes com 30% de
TFE/DCM. Se a resina for retida durante um periodo de tempo antes do préximo ciclo
de acoplamento, a segunda lavagem de TFE/DCM nao foi drenada e a resina foi retida
na dita solucédo de lavagem de TFE/DCM. Consultar a Figura 18.

lll. Ciclos de acoplamento de subunidade ativada

[0337]0s ciclos de acoplamento foram realizados, conforme descrito na Fi-
gura 18.

IV. Lavagem de ipa final

[0338]Depois que etapa de acoplamento final foi realizada conforme descrito
na Figura 18, a resina foi lavada 8 vezes com 19,5 | cada de IPA, e seca a vacuo a
temperatura ambiente durante cerca de 63,5 horas a um peso seco de 4.857,9 g.

C. Clivagem

[0339]A substancia de farmaco bruta Golodirsen ligada por resina acima foi
dividida em dois lotes, cada lote foi tratado conforme exposto a seguir. Um lote de
1.619,3 g de resina foi: 1) agitado com 10 | de NMP por 2 h, entdo, o NMP foi drenado;
2) lavado trés vezes com 10 | cada de 30% de TFE/DCM; 3) tratado com 10 | de
solucao de CYTFA por 15 minutos; e 4) 10 | de solugdo de CYTFA por 15 minutos na
qual 130 ml de NEM/DCM a 1:1 foram, entdo, adicionados e agitados por 2 minutos e
drenados. A resina foi tratada trés vezes com 10 | cada de solucéo de neutralizacao,

lavada seis vezes com 10 | de DCM, e oito vezes com 10 | cada de NMP. A resina foi
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tratada com uma solugéo de clivagem de 1.530,4 g de DTT e 2.980 de DBU em 6,96
I de NMP por 2 horas para separar a substancia de farmaco bruta Eteplirsen da resina.
A solugéo de clivagem foi drenada e retida em um recipiente separado. O reator e
resina foram lavados com 4,97 | de NMP que foi combinada com a solugéo de cliva-
gem.

D. Desprotecio

[0340]A lavagem de NMP e solucao de clivagem combinada foram transferi-
das para um vaso de pressao no qual foram adicionados 39,8 | de NH4OH (NHs*H20)
que foram resfriados a uma temperatura de -10 °C a -25 °C em um congelador. O
vaso de pressao foi vedado e aquecido até 45 °C por 16 h, entdo, deixada resfriar até
25 °C. Essa solugéo de desprotecdo que contém a substancia de farmaco bruta Go-
lodirsen foi diluida 3:1 com agua purificada e pH ajustado para 3,0 com acido fosférico
2 M, entao, para pH 8,03 com NH4OH. HPLC (C18) 77,552% e SCX-10 73,768%.

[0341]Purificagdo de substancia de farmaco bruto Golodirsen (PMO n° 1)

[0342]A solucdo de desprotecdo da parte D acima, que contém a substancia
de farmaco bruta Golodirsen foi carregada em uma coluna de resina de troca aniénica
ToyoPearl Super-Q 650S (Tosoh Bioscience) e eluida com um gradiente de 0 a 35%
de B em volume de coluna 17 (Tampao A: hidréxido de sédio 10 mM; Tampéao B:
cloreto de sédio 1 M em hidroxido de sédio 10 mM) e fragbes de pureza aceitavel (C18
e SCX HPLC) foram agrupados a uma solugdo de produto de farmaco purificada.
HPLC : 93,571 4% (C18) 88,270 % (SCX).

[0343]A substancia de farmaco purificada foi dessalinizada e liofilizada para
1450.72 g de substancia de farmaco Golodirsen purificada. Rendimento de 54,56 %;
HPLC: 93,531 7% (C18) 88,354% (SCX).

Tabela 5. Acrbnimos

Acronimo Nome

DBU 1,8-Diazabicicloundec-7-eno
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Acrdnimo Nome

DCM Diclorometano

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina
DMI 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona
DTT Ditiotreitol

IPA Alcool isopropilico

MW Peso Molecular

NEM N-Etilmorfolina

NMP N-Metil-2-pirrolidona

RT Temperatura ambiente
TFA Acido 2,2,2-trifluoroacético
TFE 2,2,2-Trifluoroetanol

Conjugacao Cpp

) -
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7. MRyOR
3. WC¥ e HliracBo de SPE
cormn froca i9nica ge doreto
[0344]Procedimentos analiticos: Os espectros de massa de tempo de vbo de
dessorgao/ionizacao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF-MS) foram registrados

em um Bruker AutoflexTM Speed, com o uso de uma matriz de acido sinapinico (SA).
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SCX-HPLC foi realizado em um sistema Thermo Dionex UltiMate 3000 equipado com
um detector de matriz de diodo 3000 € uma coluna ProPacTM SCX-20 (250 x 4 mm)
com o uso de uma taxa de vazao de 1,0 ml/min (pH = 2; temperatura da coluna 30
°C). As fases méveis foram A (25% de acetonitrila em agua que contém HsPO4 24
mM) e B (25% de acetonitrila em agua que contém KCI 1 M e H3PO4 24 mM). A elui¢édo
gradiente foi empregada: 0 min, 35% de B; 2 min, 35% de B; 22 min, 80% de B; 25
min, 80% de B; 25,1 min, 35% de B; 30 min, 35% de B.

[0345]A uma mistura do PMO n° 1 (1,82 g, 0,177 mmol, recém seca por liofili-
zagao durante dois dias), Ac-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-Gly-OH hexatriflu-
oroacetato (614,7 mg, 0,354 mmol) e 1-[Bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridinio 3-6xido hexafluorofosfato (HATU, 134,4 mg, 0,354 mmol) adici-
onou-se dimetilsulféxido (DMSO, 20 ml). A mistura foi agitada a temperatura ambiente
durante 3 minutos, entao, N,N-diisopropiletilamina (DIPEA, 68,5 mg, 0,530 mmol) foi
adicionada. ApGs 5 minutos, a mistura turva se tornou uma solugéo transparente. A
reacao foi monitorada por SCX-HPLC. Apés 2 horas, foram adicionados 20 ml de so-
lucdo de hidroxido de amédnio a 10% (2,8% de NHs). A mistura foi agitada a tempera-
tura ambiente durante 2 horas adicionais. A reacao foi terminada por meio da adicéao
de 400 ml de agua. Trifluoroetanol (2,0 ml) foi adicionado a solugéo.

[0346]A solucéo foi dividida em duas porgdes e cada porgao foi purificada por
uma coluna WCX (10 g de resina por coluna). Cada coluna WCX foi primeiramente
lavada com acetonitrila a 20% em agua (v/v) para remover o material de partida PMO
n° 1. As lavagens (225 ml para cada coluna) foram interrompidas quando a andlise de
espectro de massa MALDI-TOF mostrou a auséncia de sinal de PMO n° 1. Cada co-
luna foi entdo lavada com agua (100 ml por coluna). O produto desejado, PPMO n° 1,
foi eluido por guanidina HCI 2,0 M (140 ml para cada coluna). As solugdes purificadas
de PPMO n° 1 foram agrupadas em conjunto e, entdo, dividida em duas porcdes e

cada uma dessalinizada por uma coluna SPE (10 g de resina para cada coluna).

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 142/196



132/148

[0347]A coluna SPE foi primeiramente lavada com solugdo aquosa de NaCl
1,0 M (100 ml para cada coluna) para gerar o sal de hexacloridrato de PPMO n° 1.
Cada coluna SPE foi, entdo, lavada com agua (200 ml para cada coluna). O PPMO n®
1 dessalinizado final foi eluido por 50% de acetonitrila em agua (v/v, 150 mL para cada
coluna). A acetonitrila foi removida por evacuac¢ao em pressao reduzida. A solugao
aquosa resultante foi liofilizada para obter o conjugado desejado hexacloridrato de
PPMO n® 1 (1,93 g, 94,5% de rendimento).

Exemplo 1: Pmo n° 1

[0348]Com o uso do protocolo de método B de sintese de PMO descrito

acima, PMO n? 1 foi sintetizadO'

— - [31]
Nu Nu
O/H o/'\
{\) )\/N\P,O.\)\/NH
,\\ /\\O
HC Yen,
s i | 20
PMO n° 1
emquecadaNude1a25e5 ad é:
Posicao | Nu Posicao | Nu Posicdo | Nu Posicdo | Nu Posicao | Nu
No. 5 a No. 5 a No. 5 a No. 5 a No. 5 a
3 3 3 3 3
1 G 6 C 11 G 16 G 21 T
2 T 7 T 12 T 17 A 22 G
3 T 8 C 13 T 18 A 23 T
4 G 9 C 14 C 19 G 24 T
5 C 10 G 15 T 20 G 25 C
H,N NH,
N =N SN
14 \ /) | A /)\NHZ
NT N N o
[0349]em que A é =~  C ¢ G é L eTé
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[0350]HPLC: 71,85%; Condicbes: Dionex DNAPac (DNX#97) Gradiente:
75%A + 20%B + 5%C em 0 min; 50%A em 20 min; 25%A + 75%C em 21 min; Fase
mével A: 10mM NaOH/20mM NaCl; C: 10mM NaOH/0,5 M NaCL. Temp de coluna:

45C; Taxa de vazao 1,0 mL/min.

Exemplo 2: ppmo n? 1

[0351]Com o uso do protocolo descrito acima, PPMO n® 1 foi sintetizado a

partir de PMO n? 1:

5' > 3'

HNYNHz

0 i Nu ] Nu /‘/NH /'/NH NH
o N/\ 0)\ O/H (@] z (@] 'il 0 H 0
R 5 | z
HO,L)]JBL K/N\P<O\)\/N7p\<o J\/N N \n/\H N\ﬂ/\ N\n/\N)k
NO© et % o 0 o "
H;C \CH3 3 CH
- 4% HN HN '
HoN™ SNH HoN™ SNH HZN/&NH

PPMO ne° 1

emquecadaNude1a25e5 ad é:
Posicao | Nu Posicao | Nu Posicdo | Nu Posicdo | Nu Posicao | Nu
No. 5 a No. 5 a No. 5 a No. 5 a No. 5 a
3 3 3 3 3
1 G 6 C 11 G 16 G 21 T
2 T 7 T 12 T 17 A 22 G
3 T 8 C 13 T 18 A 23 T
4 G 9 C 14 C 19 G 24 T
5 C 10 G 15 T 20 G 25 C

H,N
\ | A /)\NHZ
N~ N o
[0352]em que A é ~~ [ Cé - | G& L eTé
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Exemplo 3: salto de éxon 53 in vitro (mioblastos)

[0353]Dois dos compostos que alvejam o éxon de distrofina humana (DMD)
53 conforme descrito na tabela abaixo, PMO#1 e PPMO#1 ambos contém a mesma

sequéncia, foram avaliados para salto de éxon 53 DMD em mioblastos humanos sau-

daveis.
Sequéncias de PMO#1 e PPMO#1 para éxon 53 DMD humano.
Nome Sequéncia de alvejamento | TS SEQ ID NO. 5 3
(TS)
PMOn°1 | GTTGCCTCCGGTTCTGAA |1 EG3 |H
GGTGTTC
PPMO n° | GTTGCCTCCGGTTCTGAA |1 EG3 | -G-Rs
1 GGTGTTC

[0354]Especificamente, mioblastos humanos saudaveis (passagens 5 a 6,
SKB-F-SL adquirido a partir de Zen-Bio, Inc.) foram transferidos para placa a cerca de
40% de confluéncia quando tratados com PMO n? 1 ou PPMO n® 1 em varias concen-
tracdes (isto €, 40 um, 20 um, 10 pm, 5 um, 2,5 ym, € 1,25 um) em meios SKM-M
(Zen-Bio, Inc.). Ap6s noventa e seis horas de incubagéo, os mioblastos foram lavados
com PBS e lisados por tampao de lise de RA1 no kit lllustra GE RNAspin 96 (n® de
cat. 25-055-75, GE Healthcare Bio-Sciences). O total de RNA foi isolado de acordo
com a recomendacédo do fabricante, exceto por 40uL de agua livre de RNase terem
sido usados para eluir RNA.

[0355]Para determinar o salto de éxon 53 por ambos os compostos, RT-PCR

de ponto final de duas etapas foi realizada. Especificamente, onze microlitros de RNA
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total foram primeiro transcritos de modo reverso a cDNA pelo kit de sintese SuperS-
cript IV First-strand (n® de cat. 18091200, Invitrogen) com o uso de hexameros alea-
torios, de acordo com as instrugdes do fabricante. PCR foi realizada adicionando-se 9
uL de cDNA em Platinum Taq DNA polymerase PCR Supermix High Fidelity (n® de
Cat. 12532024, Invitrogen) com iniciadores que alvejaram a juncdo de éxons 51/52 e
54  de DMD  humana  [iniciador  direto (SEQ ID NO:  5):
CCAGCCACTCAGCCAGTGAAG; iniciador reverso (SEQ ID NO: 6):
CGATCCGTAATGATTGTTCTAGCC]. A amplificacdo de PCR foi realizada com o uso
de termociclador em tempo real BioRad CFX96 com o uso do programa mostrado na
Tabela 2. A expressao dos produtos de PCR saltados ou ndo saltados foi avaliada
carregando-se 32 uL de produto de PCR no sistema LabChip GX com o uso de kit de
Reagente de Alta Sensibilidade de DNA (CLS760672, Perkin Elmer). A porcentagem
de salto de éxon 53 de DMD foi calculada como a porcentagem da molaridade (nmol/l)
para a banda saltada de éxon 53 (201 bp) em comparagédo com a molaridade de soma
para as bandas saltadas (201 bp) e as nao saltadas (413 bp).

[0356]0 teste t de Student de duas caudas (homoscedastico) foi usado para
avaliar a possibilidade dos meios dos 2 grupos serem estatisticamente diferentes um
do outro em cada dose. O valor P < 0,05 foi considerado como estatisticamente signi-
ficante.

Programa termociclador usado para amplificar amplicons de dmd com ou sem

o salto de éxon 53

Etapa Temperatura Tempo
1. Desnaturar 94 °C 2 min
2. Desnaturar 94 °C 30s

3. Anelamento 61,2 °C 30s

4. Estender 68 °C 1 min

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 146/196



136/148

Etapa Temperatura Tempo
5. Repetir etapas 2 a 4 34 ciclos

6. Extensé&o Final 68 °C 5 min
7. Armazenar 4 °C oo

[0357]0s resultados sdo apresentados na tabela abaixo e na Figura 4. Na
figura 4, barras de erros apresentam média £ SD, “[NUmero] x”acima das barras de-
nota a alteracdo de vezes relativa em porcentagem de salto de éxon por PPMO#1

L 2

comparado a PMO#1 em cada concentracdo, e “*” indica uma diferenca significativa
entre PMO#1 e PPMO#1 com p-valor < 0,05.
PORCENTAGEM DE SALTO DE EXON 53 DE DMD POR PMO N2 1 E PPMO

N¢ 1 EM MIOBLASTOS HUMANOS

Com- Porcentagem de Salto de Exon (média + SD)

posto/

Dose 1,25 2,5 5 10 20 40

) 1,27+0,2 | 2,19+0,4 | 3,58+0,9 11,06£2,0 | 19,57+4,2
+ + + + +

PMO# | 4 4 1 6,56+1,32 |8 3

PPMO# |2,03+0,4 |3,73%#0,7 |6,57+1,4 |10,27+2,7 | 17,0814,6 | 26,90+4,7

1 8 0 7 8 1 8

[0358]0s dados na tabela anterior e na Figura 4 mostram, surpreendente-
mente, que um salto de éxon 53 significativamente maior resulta em mioblastos
guando as células forem tratadas com PPMO#1 conforme comparado a PMO#1 em
todas as concentracdes, cujo grau é inesperado. Esse aperfeicoamento significativo
provavelmente serd adicionalmente demonstrado em um teste comparativo in vivo tal
como um estudo de primata nao humano (NHP) do Exemplo 5 onde NHPs s&o trata-
dos com PPMO#1 ou PMO#1 e salto de éxon 53 é medido em varios tecidos muscu-
lares relevantes (vide o Exemplo 5 para detalhes). Ademais, devido ao fato de
PPMO#1 se decompor no meio de SKM-M usado nesse exemplo (dados nao mostra-
dos) na escala de tempo desse estudo, o estudo de NHP pode demonstrar um aper-

feicoamento ainda maior que aquele demonstrado nesse exemplo.
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Exemplo 4: estudo de camundongo mdx

[0359]0O camundongo mdx € um modelo animal bem caracterizado e aceito
para distrofia muscular de Duchene (DMD) que contém uma mutagéo no éxon 23 do
gene de distrofina. A sequéncia antissenso de M23D (SEQ ID NO: 2) é conhecida por
induzir o salto de éxon 23 e restaurar a expressao de distrofina funcional. Os camun-
dongos MDX de 6 a 7 semanas de idade receberam uma inje¢do Unica na veia caudal

de PPMO4225 ou PMO4225 da tabela abaixo a uma dose de 40 mg/kg, ou com solu-

cao salina.
Nome Sequéncia de Alvejamento (TS) TS SEQ|5 3
ID NO.
PM0O4225 |GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT |2 EG3 |H
PPMO4225 | GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT |2 EG3 |[-G-Re

PMO4225 e PPMO4225 foram, cada um, preparados por Método A de PMO
e métodos de conjugacao de CPP descritos acima.

[0360]0s camundongos tratados foram sacrificados em 7, 30, 60 e 90 dias
apds a injecdo de dose Unica (n=6 por grupo). O diafragma, coracao e quadriceps
direito foram processados para analise de western blot para medir a producéo de pro-
teina de distrofina e anédlise de RT-PCR para medir a porcentagem de salto de éxon,
e 0 quadriceps esquerdo foi processado para imuno-histoquimica e mancha de H/E,
conforme descrito acima.

[0361]A restauragao de proteina de distrofina foi quantificada por western blot,
e a porcentagem de salto de éxon 23 foi medida por RT-PCR, cada uma conforme
descrito acima.

[0362]Os resultados de RT-PCR sao e Western Blot mostrados nas Figuras
5A a 10B e nas tabelas abaixo. Surpreendentemente, PPMO4225 induziu niveis sig-
nificativamente mais altos e sustentados de restauracao de distrofina e salto de éxon
23 em comparag¢dao com PMO4225, com niveis mais altos que ocorrem 30 dias apés

a inje¢do. De modo ainda mais surpreendente, PPMO4225 aumentou os niveis de
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distrofina no coragdo quando PM0O4225 ndo aumentou; distrofina e o salto de éxon

nao foram observados no coracdo em todos o0s pontos no tempo com PMO4225.

Quantificagédo de Proteina de Distrofina como Porcentagem de Proteina

de Tipo Selvagem (% de WT) por Western Blot

Composto |[PMO4225 PPMO4225

Dia 7 30 60 90 7 30 60 90
Tecido
Quadriceps 1,1 2,3 1,6 0,7 20,7 |28,1 |20,8 |8,2
Diafragma 1,4 1,9 1,3 0,6 14,5 (15,2 (9,8 2,3
Coracéao 0 0 0 0 2,0 1,0 0,9 0,1

Porcentagem de Salto de Exon conforme Medido por RT-PCR

Composto |PMO4225 PPMO4225

Dia 7 30 60 90 7 30 60 90
Tecido
Quadriceps 21,2 |55 7,9 2,8 61,5 |42,02 (28,8 |6,9
Diafragma 29,9 |2,6 0,5 0 51,6 |36,76 |3,05
Coracéao 0 0 0 0 13,15 (2,64 |0

[0363]0s resultados de imuno-histoquimica sdo mostrados na Figura 11. Aqui,
PPMO4225 restaura distrofina pelo quadriceps, enquanto 4225 produz um padrao ‘se-
melhante a emplastro’ de expressao. A distribuicdo uniforme de distrofina com trata-
mento de PPMO4225 indica que o alvejamento disseminado de musculo esquelético
é alcancavel. PPM0O4225 melhorou de modo significativo a administracdo por
PMO4225 in vivo.

Exemplo 5: salto de éxon 53 em nhp

[0364]Para demonstrar adicionalmente a eficacia de salto de éxon de oligd-
meros antissenso de PPMO, os primatas ndo humanos sao utilizados. Especifica-
mente, macacos cinomolgos que tém tecidos de musculo intacto sdo injetados de
modo intravenoso, com PPMO n? 1, PMO n® 1 (a partir do Exemplo 3), ou solugéo

salina de acordo com a programacao de dosagem na tabela abaixo:
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Programacéo de dosagem de cinomolgo

Dose rl\rlwlja-ro
Grupo | Composto | (mg/kg oor Estratégia de Administracéo
) grupo
0]
1 1PPMO n° 1 50 3
0]
PPMO n° m SAC
3 1 "1 80 3
Dosagem uma vez por semana, 4 do-
4 PPMO % 460 |3 ses totais
5 PMOnn°1 | 40 3 Os animais foram sacrificados 48 horas
— apdés a ultima dose, no dia 22
Soro fisio-
6 6ai 0 2
ogico
1 38 dias
L 54¢]
0]
7 1PPMO n° 1 40 5
Dose Unica no dia 1 com recuperagao
de 4 semanas
i i digs
L SAC
o .
8 1PPMO n° 1 40 5
Dose Unica no dia 1 com recuperagao
de 8 semanas

[0365]0s animais serdo observados no decorrer do estudo, incluindo obser-

vagdes clinicas (por exemplo, avaliagdo de pele e pelo, efeitos respiratorios) e medi-

cOes de peso corporal. Amostras de sangue e urina serdo colhidas pelo menos antes

do inicio dos testes, e 24 horas apés a primeira dose e a Ultima dose (onde aplicavel).

[0366]Em cada necrdpsia programada, ou submetida a eutandasia in extremis,

as secoes de diafragma, musculo liso do duodeno, eséfago e aorta, quadriceps, del-

toide, biceps, e coragao sdo coletados e congelados rapidamente. A porcentagem de

salto de éxon 51 é determinada com o uso de RT-PCR conforme descrito acima.

Exemplo 6: estudo de resposta de dose de camundongo mdx
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[0367]0s camundongos MDX de 6 a 7 semanas de idade receberam uma in-

jecao unica na veia caudal de PPMO4225 ou PMO4225 descrito acima a uma dose

de 40 mg/kg, 80 mg/kg, ou 120 mg/kg (n=6 por grupo).

[0368]0s camundongos tratados foram sacrificados em 30 dias apdés a inje-

cdo. O diafragma, quadriceps, e coracao foram processados para andlise de western

blot para medir a producédo de proteina de distrofina com base no protocolo de western

blot descrito acima (usado, por exemplo, no Exemplo 4) com as modificacbes a seguir:

Parametro

Protocolo de Western Blot
do Exemplo 4

Modificacbes de Protocolo
de Western Blot

Quantificagao de Proteina

Kit de Ensaio de Proteina
de RC DC

Método de BCA

Etapa de Bloqueio

De um dia para o outro a 4
°C

1 Hora a RT

Priméaria

Incubagcdo de Anticorpo|1horaa RT De um dia para o outro a 4
Primario °C
Concentragao de Anticorpo|1:20 1:500

[0369]A restauracdo de proteina de distrofina como % de tipo selvagem é

apresentada na tabela abaixo e nas Figuras 12 a 15.

Quantificagé@o de Proteina de Distrofina como Porcentagem de Proteina

de Tipo Selvagem (% de WT) por Western Blot

Composto PMO4225 PPMO4225

Dose (mg/kg) 40 80 120 40 80 120
Tecido
Diafragma 0,80 0,97 1,83 8,02 26,03 42,77
Coragéo 0,13 0,24 0,34 0,61 |6,34 19,48
Quadriceps 3,5 2,6 3,0 43 90 144

[0370]De modo surpreendente, os dados mostram que uma dose Unica de

PPMO4225 aumenta os niveis de distrofina de maneira dependente de dose em ca-

mundongos mdx para uma extens&o significativa e substancialmente maior do que

PMO4225.

Exemplo 7: estudo de ihc de camundongo mdx de diafragma e coracio
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[0371]0s camundongos MDX com 6 a 7 semanas de idade receberam uma
injecdo Unica na veia caudal de PPM0O4225 em uma dose de 80 mg/kg ou solucéo
salina, e camundongos de tipo selvagem com 6 a 7 semanas de idade receberam uma
injecdo Unica de solugéo salina. Os camundongos mdx tratados, camundongos mdx
com solugéo salina, e camundongos do tipo selvagem foram sacrificados em 30 dias
apds a injecao de dose Unica (n=4 por grupo). Os resultados de imuno-histoquimica
sdo mostrados na Figura 19. Aqui, os resultados mostram aumento uniforme em dis-
trofina em tecidos associados a morbidez e mortalidade em DMD em camundongos
mdx tratados com PPMO4225.

Exemplo 8: salto de éxon 53 in vitro (miotubos)

[0372]Dois compostos que alvejam éxon 53 de distrofina humana (DMD), con-
forme descrito na tabela abaixo, PMO n® 1 e PPMO n? 1, ambos 0s quais contém a
mesma sequéncia, foram avaliados para salto de éxon 53 de DMD em miotubos hu-
manos saudaveis.

Sequéncias de pmo n® 1 e ppmo n? 1 para éxon 53 de dmd humano.

Nome Sequéncia de composto Seugéncia de alveja- | & 3
mento 1D NO.
PMO#1 GTT GCC TCC GGT TCT GAA | H53(+36+60) EG3 |H
GGTGTTC
PPMO#1 | GTT GCC TCC GGT TCT GAA | H53(+36+60 R6G) EG3 | GR6Ac
GGTGTTC

[0373]Especificamente, mioblastos humanos saudaveis (passagens 5 a 6,
SKB-F-SL adquirido a partir de Zen-Bio, Inc.) foram culturados para alcangar 80 a 90%
de confluéncia em meio SKM-M antes da iniciagcao da diferenciacao incubando-se em
meio sérico baixo (SKM-D, Zen-Bio, Inc.) Cinco dias apds a diferenciagdo, miotubos
maduros foram incubados com os compostos anteriores em varias concentragdes (isto

é, 40 um, 20 ym, 10 um, 5 um, 2,5 um, e 1,25 um). Ap6s noventa e seis horas de
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incubacgao, os miotubos foram lavados com PBS e lisados por tampéao de lise de RLT
do kit RNeasy Micro (n? de cat. 7404, Qiagen). O total de RNA foi isolado de acordo
com a recomendacédo do fabricante, exceto por 20uL de agua livre de RNase terem
sido usados para eluir RNA.

[0374]Para determinar o salto de éxon 53 por ambos os compostos, RT-PCR
de ponto final de duas etapas foi realizada. Especificamente, sete microlitros de RNA
total foram primeiro transcritos de modo reverso a cDNA pelo kit de sintese SuperS-
cript IV First-strand (n® de cat. 18091200, Invitrogen) com o uso de hexameros alea-
torios, de acordo com as instrugdes do fabricante. PCR foi realizada adicionando-se 5
tUL de cDNA em Platinum Taq DNA polymerase PCR Supermix High Fidelity (n® de
Cat. 12532024, Invitrogen) com iniciadores que alvejaram a juncdo de éxons 51/52 e
54 de DMD humana (iniciador direto: CAT CAA GCA GAA GGC AAC AA; iniciador
reverso: GAA GTT TCA GGG CCA AGT CA). A amplificagdo de PCR foi realizada
com o uso de termociclador em tempo real BioRad CFX96 com o uso do programa
mostrado na Tabela 2. A expressao dos produtos de PCR saltados ou néo saltados
foi avaliada carregando-se 32 pL de produto de PCR no sistema LabChip GX com o
uso de kit de Reagente de Alta Sensibilidade de DNA (CLS760672, Perkin Elmer). A
porcentagem de salto de éxon 53 de DMD ¢ calculada como a porcentagem da mola-
ridade (nmol/l) para a banda saltada de éxon 53 (201bp) em comparagdo com a mo-
laridade de soma para as bandas saltadas (201 bp) e as ndo saltadas (413 bp).

[0375]0 teste t de Student de duas caudas (homoscedastico) foi usado para
avaliar a possibilidade dos meios dos 2 grupos serem estatisticamente diferentes um
do outro em cada dose. O valor P < 0,05 foi considerado como estatisticamente signi-
ficante.

[0376]Programa termociclador usado para amplificar amplicons de DMD com

ou sem o salto de éxon 53.
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Etapa Temperatura Tempo
8. Desnaturar 94 °C 2 min
9. Desnaturar 94 °C 30s
10. Anelamento 61,2 °C 30s
11. Estender 68 °C 1 min
12. Repetir etapas 2 a 4 34 ciclos

13. Extensao Final 68 °C 5 min
14. Armazenar 4 °C oo

[0377]0s resultados sao apresentados na tabela abaixo e na Figura 20. Na

Figura 20, barras de erros apresentam média = SD, “[Numero] x” denota uma altera-

cdo de vezes relativa em porcentagem de salto de éxon por PPMO#1 comparado a

PMO#1 em cada concentragdo, e “*,” “**” indicam uma diferenca significativa entre

PMO#1 e PPMO#1 com p-valor < 0,05 ou 0,005, respectivamente.

Porcentagem de salto de éxon 53 DE DMD por pmo n2 1 E ppmo n?2 1 EM

MIOTUBOS HUMANOS.

Composto/ Porcentagem de Salto de Exon (média + SD)

Dose (um) |4 o5 2,5 5 10 20 40

PMO n° 1 12,98+1,2
1,45+0,392,63+0,50|3,33+0,47|4,78+0,88 | 8,40+0,53 |1

PPMO n° 1 12,08+1,3
3,10+1,67|2,45+0,52 |4,73+1,01|7,08+0,48 |9,45+1,03 |0

[0378]0s dados na tabela anterior e na Figura 20 mostram, surpreendente-

mente, que um salto de éxon 53 significativamente maior resulta em miotubos quando

as células forem tratadas com PPMO#1 conforme comparado a PMO#1 pelo menos
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nas concentragdes de 5 um e 10 um, cujo grau € inesperado. Esse aperfeicoamento
significativo provavelmente sera adicionalmente demonstrado em um teste compara-
tivo in vivo tal como um estudo de primata ndao humano (NHP) do Exemplo 5 onde
NHPs sdo tratados com PPMO#1 ou PMO#1 e salto de éxon 53 é medido em varios
tecidos musculares relevantes (vide o Exemplo 5 para detalhes). Ademais, devido ao
fato de PPMO#1 se decompor no meio de SKM-M usado nesse exemplo (dados néo
mostrados) na escala de tempo desse estudo, o estudo de NHP pode demonstrar um
aperfeicoamento ainda maior que aquele demonstrado nesse exemplo.

[0379]Todas as publicagdes e pedidos de patente citados neste relatério des-
critivo estdo incorporados ao presente documento a titulo de referéncia como se cada
publicacdo ou pedido de patente individual estivesse especifica e individualmente in-
dicado como incorporado a titulo de referéncia.
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Listagem de sequéncias

Descricao Sequéncia 5’ a 3’ ou N-terminal a C-terminal |SEQ ID NO
H53A(+36+60) GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC 1
mdx4225 GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT 2
Re RRRRRR 3
Re-G RRRRRRG 4
Iniciador direto de li- 5

gacao de juncdo de
éxon 51/52 e 54 hu-
mano CATCAAGCAGAAGGCAACAA

Iniciador inverso de 6

ligacao de juncao de
éxon 51/52 e 54 hu-

mano GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA

Iniciador direto de li- 7
gacédo de éxon 23 de

camundongo CACATCTTTGATGGTGTGAGG

Iniciador inverso de 8

ligacdo de éxon 23
de camundongo CAACTTCAGCCATCCATTTCTG
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REIVINDICACOES

1. Conjugado de oligbmero antissenso de Férmula (1):
.
K[Oj/Nu

N

O—P_N(CH3)2

0
1

N

O=—=—P——N(CH3)

Q | 28
Nu

\
o 3
Nj/
O)w
HN 0
H,N N
NH
6

7 7%

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, CARACTERIZADO pelo
fato de que:

cada Nu é uma nucleobase que tomada em conjunto forma uma sequéncia
alvo; e

T é uma porgao quimica selecionada de:
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0] (0]
HO 3 o, NH,

N

ol

N

O=—P——N(CH3),
O=——=P——N(CH3),
OH
o}

\;.\f;emk

R é C1-Cs alquila;

0]

em que a sequéncia alvo é complementar a um sitio de anelamento de éxon
53 no pré-mRNA de distrofina designado como H53A(+36+60).

2. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que cada Nu é independentemente selecionado de
citosina (C), guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), uracila (U), e
hipoxantina (1).

3. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicagdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a sequéncia alvo é a SEQ ID NO: 1
(5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’), em que cada timina (T) € opcional-
mente uracila (U).

4. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicacao 1,

HO
3
[Nj
CARACTERIZADO pelo fatode que T é o , € a sequéncia alvo é
SEQ ID NO: 1 (5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’), em que cada timina (T)

€ opcionalmente uracila (U).

5. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicacdo 1,
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9

O=—P—N(CHj),

0]

CARACTERIZADO pelo fatode que T é oY , € a sequéncia alvo é
SEQ ID NO: 1 (5-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’).

6. Conjugado de oligbmero antissenso de Formula (I1):
5' —_— 3' HN NHZ HNYNHQ HN NH2

o Nu Nu NH NH NH

OO L i (o 211
0J N0 N. : s 5
HO. 5 K/NI}P\\/ jp\(o \[(\” N\[O(\Hjj/N\g/\H N N)k

(1)
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, CARACTERIZADO pelo

fatode quecadaNude1a25e5 a3 é:

Posicao | Nu Posicao | Nu Posicdo | Nu Posicdo | Nu Posicao | Nu
No. 5 a No. 5 a No. 5’ a No. 5’ a No. 5" a
3 3 3 3 3
1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A 22 G
3 X 8 C 13 X 18 A 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
HoN NH 0}
al ﬁN -
QN N | N/J\o QN NS NH2
eemque Aé ~= Cé = [ GE wh , e cada X é independen-

(o] O
\kaH HN ]
’J\o O)\N
temente - ou .

7. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicacdo 6,
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NH
L
CARACTERIZADO pelo fato de que cada X é =
8. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicagdo 6,

CARACTERIZADO pelo fato de que o oligbmero antissenso € de Férmula (l1A):

5 > 3' HN NH, HN NH, HN NH,
i Nu ] 7\‘:' 7\‘:' TI/H
O& O =
N0 H
H*w,\\ i ” RS ﬁr ﬁr ﬁf A
H,C” \CH3
i 6HCI
(1A)
emquecadaNude1a25e5 ad é:
Posicao | Nu Posicao | Nu Posicdo | Nu Posicdo | Nu Posicao | Nu
No. 5 a No. 5 a No. 5 a No. 5 a No. 5 a
3 3 3 3 3
1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A 22 G
3 X 8 C 13 X 18 A 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
HyN NH, o}

==N NH
SN N
\N/) lN’J\o QN\ N/)\NHZ
eemque Aé =~ Cé « [ GE -

o) 0
HN)j
P

WL' 0

, € cada X é independente-

[ NH
o
-

mente ou

9. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicacdo 8,
(o}

| NH
N
CARACTERIZADO pelo fato de que cada X é =k~
10. Conjugado de oligbmero antissenso CARACTERIZADO pelo fato de que

é da Férmula (IV):
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(V)

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

11. Conjugado de oligbmero antissenso, de acordo com a reivindicacdo 9,
sendo que o oligbmero antissenso € CARACTERIZADO pelo fato de que é de For-
mula (IVA):

(IVA).
12. Composicao farmacéutica CARACTERIZADA pelo fato de que compre-

ende um conjugado de oligbmero antissenso conforme definido em qualquer uma das
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reivindicagdes 1 a 11, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, e um carre-
ador farmaceuticamente aceitavel.

13. Método para tratar distrofia muscular de Duchenne (DMD) em um indivi-
duo que necessita do mesmo em que o individuo tem uma mutagédo do gene de dis-
trofina que € passivel a salto de éxon 53, sendo que o método é CARACTERIZADO
pelo fato de que compreende administrar ao individuo o conjugado de oligbmero an-
tissenso conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligdmero antissenso € administrado semanalmente.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligbmero antissenso € administrado duas vezes por semana.

16. Método, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligbmero antissenso € administrado uma vez a cada trés se-
manas.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligdmero antissenso € administrado mensalmente.

18. Método para restaurar um quadro de leitura de mRNA para induzir a pro-
ducéo de distrofina em um individuo que tem uma mutagao do gene de distrofina que
é passivel a salto de éxon 53, sendo que o0 método € CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende administrar ao individuo o conjugado de oligbmero antissenso con-
forme definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 11.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligdmero antissenso € administrado semanalmente.

20. Método, de acordo com a reivindicagédo 18, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligbmero antissenso € administrado duas vezes por semana.

21. Método, de acordo com a reivindicacdo 18, CARACTERIZADO pelo fato
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de que o conjugado de oligbmero antissenso € administrado uma vez a cada trés se-
manas.

22. Método, de acordo com a reivindicacdo 18, CARACTERIZADO pelo fato
de que o conjugado de oligdmero antissenso € administrado mensalmente.

23. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o conjugado de oligbmero antissenso é adminis-
trado em uma dose de cerca de 30 mg/kg.

24 Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o conjugado de oligbmero antissenso é adminis-
trado em uma dose de cerca de 40 mg/kg.

25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o conjugado de oligbmero antissenso é adminis-
trado em uma dose de cerca de 60 mg/kg.

26. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o conjugado de oligbmero antissenso é adminis-
trado em uma dose de cerca de 80 mg/kg.

27. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que o conjugado de oligbmero antissenso é adminis-
trado em uma dose de cerca de 160 mg/kg.

28. Método para tratar distrofia muscular de Duchenne (DMD) em um indivi-
duo que necessita do mesmo em que o individuo tem uma mutacédo do gene de dis-
trofina que € passivel a salto de éxon 53, sendo que o método é CARACTERIZADO
pelo fato de que compreende administrar ao individuo a composigdo farmacéutica
conforme definida na reivindicagéo 12.

29. Método para restaurar um quadro de leitura de mRNA para induzir produ-
cao de distrofina em um individuo que tem uma mutacao do gene de distrofina que é

passivel a salto de éxon 53, sendo que o0 método € CARACTERIZADO pelo fato de
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que compreende administrar ao individuo a composicao farmacéutica conforme defi-
nida na reivindicagéo 12.

30. Método para excluir o éxon 53 de pré-mRNA de distrofina durante o pro-
cessamento de mRNA em um individuo que tem uma mutacédo do gene de distrofina
que é passivel a salto de éxon 53, sendo que o método é CARACTERIZADO pelo
fato de que compreende administrar ao individuo a composicao farmacéutica con-
forme definida na reivindicagéo 12.

31. Método para ligar o éxon 53 de pré-mRNA de distrofina em um individuo
que tem uma mutacdo do gene de distrofina que € passivel a salto de éxon 53, sendo
gue o método é CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administrar ao indi-

viduo a composicao farmacéutica conforme definida na reivindicagéo 12
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“CONJUGADOS DE OLIGOMERO DE SALTO DE EXON PARA DISTROFIA
MUSCULAR”
Trata-se de conjugados de oligdmero antissenso complementares a um sitio

alvo selecionado no gene da distrofia humana para induzir salto de éxon 53.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

6 6 9 F F3AEATOE 1563

Campo 2

E 14 90DO5EFAG6ETE?3S50

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: 193670-0 LISTAGEM DE SEQUENCIA. txt
- Data de Geracao do Cédigo: 18/06/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 17:32:13
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 669FF3AEA10E1563
- Campo 2: E1490D5EFAGEE350

Peticdo 870190056582, de 18/06/2019, pag. 196/196



