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DESCRIPCION

Composicion farmacéutica con contenido en una L-ribozima para el tratamiento de efectos secundarios mediante
la administracion de espiegelmeros

Campo técnico de la invencion

La invencion se refiere al uso de una L-ribozima para la preparacion de una composiciéon farmacéutica, una
composicion farmacéutica que contiene una L-ribozima de este tipo, asi como a un procedimiento para la
preparacion de una composicion farmacéutica de este tipo.

Antecedentes de la invencion y estado conocido de la técnica

Los aptameros son, la mayoria de las veces, acidos D-nucleicos de doble cadena que se unen especificamente a
una molécula diana arbitraria, analogamente a una reaccion anticuerpo/antigeno (Ellington, A.D. et al., Nature 346:
818-822 (1990)). Para una molécula diana predeterminada, aptameros especificos son aislados, por ejemplo,
mediante el método SELEX a partir de genotecas de acidos nucleicos (Tuerk, C. et al., Science 249: 505-510
(1990)).

Los aptameros tienen en el sector terapéutico la finalidad, entre otras, de ligar productos del metabolismo
indeseados y, con ello, inhibirlos. Unicamente a modo de ejemplo se pueden mencionar para ello productos
génicos oncogenos. En la aplicacion terapéutica de aptameros es desventajoso que éstos presentan una
farmacocinética desventajosa, es decir, son degradados muy rapidamente, por ejemplo por parte de nucleasas
enddgenas. Independientemente de ello, los aptameros son, asi y todo, moléculas relativamente pequefas, las
cuales, por lo tanto, son secretadas a través de los rifiones de una forma relativamente rapida.

Los espiegelmeros son en el fondo aptameros, pero se diferencian de ellos debido a que estan formados a base de
L-nucledtidos. Los espiegelmeros pueden ser de cadena sencilla o de doble cadena. Mediante el empleo de los L-
nucledtidos se impide una degradacion por parte de nucleasas endogenas vy, asi, se mejora considerablemente la
farmacocinética, es decir, se prolonga el tiempo de permanencia en el suero. Asi en la referencia bibliografica
Boisgard, R et al., Eur Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging 32: 470-477 (2005) se describe que
espiegelmeros no funcionales son totalmente estables metabdlicamente, también a lo largo de un espacio de
tiempo de 2 horas. En esta referencia bibliografica se describe también el empleo diagnostico de espiegelmeros,
estando acoplado el espiegelmero con una sustancia informadora por ejemplo radiactiva.

La identificacion de espiegelmeros especificos para una molécula diana predeterminada puede tener lugar, por
ejemplo, tal como se describe en la referencia bibliografica Klussmann, S. et al., Nat Biotechnol 14:1112-1115
(1996). A los espiegelmeros y a sus posibilidades de aplicacion terapéuticas se remite también la referencia
bibliografica Vater, A. et al., Curr Opin Drug Discov Devel 6: 253-261 (2003).

En la aplicacién terapéutica de espiegelmeros se ha partido hasta ahora del hecho de que los espiegelmeros no
son inmundgenos (Wlotzka et al., Proc Natl Acad Sci USA 99: 8898-8902 (2002)). No obstante, investigaciones
que son presentadas en la presente descripcion demuestran que los acidos L-nucleicos no estan necesariamente
exentos del todo de efectos secundarios en un organismo. De aqui se deduce que en el caso del empleo de
espiegelmeros existe un riesgo en absoluto nada despreciable de una reaccién secundaria fisioldégica indeseada,
por ejemplo de una reaccion inmune y/o de una reaccion enzimatica indeseada con ARN enddgeno (incluido un
ARN regulador) en el caso de la administraciéon a un paciente. En particular, a la vista de las experiencias
negativas experimentadas en la fase clinica 1 con el anticuerpo monoclonal TGN1412, y ante los antecedentes de
que el tiempo de permanencia de espiegelmeros, en virtud de las consideraciones precedentemente mencionadas,
es relativamente muy elevado, seria deseable mantener disponible un antidoto para un espiegelmero a emplear en
el caso de la administracion del espiegelmero, con el fin de que en el caso de una reaccion secundaria fisiologica
indeseada pueda administrarse inmediatamente el antidoto y reducirse asi a corto plazo el nivel de espiegelmeros
en el suero.

A partir de otros contextos, a saber la reaccién de Diels-Alder estereoselectiva, catalizada por ribozimas, son
conocidas L-ribozimas para lo cual se remite a las referencia bibliograficas Seeling, B. et al., Angew. Chem. Int.,
39: 4576-4579 (2000) y Seelig, B. et al., Angew. Chem. 112: 4764-4768 (2000).
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Problema técnico de la invencién

La invencién se basa, por lo tanto, en el problema técnico de indicar un antidoto para espiegelmeros empleados
terapéuticamente.

Rasgos fundamentales de la invencion

Para la solucién de este problema técnico, la invencién ensefia el uso de una L-ribozima para la preparacion de
una composicién farmacéutica, estando capacitada la L-ribozima para la disociacién de un L-ARN en la zona de
una secuencia diana del L-ARN, a saber, en particular, para la preparacién de una composiciéon farmacéutica para
el tratamiento de reacciones secundarias fisiologicas indeseadas, en particular reacciones inmunes y/o reacciones
enzimaticas indeseadas del L-ARN con ARN enddgeno (incluido un ARN regulador) en virtud de la administracion
de una molécula terapéutica que contiene el L-ARN.

La invencion se basa, primeramente en el reconocimiento sorprendente de que los espiegelmeros, en contra de las
sospechas actuales, no estan necesariamente exentos de reacciones secundarias, sino que mas bien pueden estar
en condiciones de cortar acidos nucleicos que se presentan de forma natural en un organismo y, de esta forma,
crear efectos secundarios imprevisibles. La invenciéon se basa en este reconocimiento basado en la ensefianza
técnica de habilitar L-ribozimas que cortan especificamente un espiegelmero administrado y, de esta forma,
destruyen su actividad fisiologica, en particular en relacién con reacciones secundarias indeseadas. Ejemplos de
espiegelmeros son: espiegelmero, NOXC89, NOXA42, NOXA50, NOXB11, NOXA12, NOXE36, NOXF37 (todos de
NOXXON AG), espiegelmeros de la razén social Eli Lilly & Co., NU172 de la razén social ARCA biopharma Inc.,
ARCHEMIX, ARC1905, ARC1779, ARC183, ARC184, E10030, NU172, REG2, REG1 (todos de Archemix Corp.),
AS1411, AS1405 (ambos de Antisoma Research Ltd.), ARNdsi (ARN interferente de doble cadena — siglas en
aleman) de Dicerna Pharmaceuticals Inc., aptamero de ARN BEXCORE de BexCore Inc., ELAN de la razén social
Elan Corp Plc., o Macugen. Mediante la administraciéon de una ribozima de este tipo en persecucion de la
observacion de una reaccion secundaria indeseada en el caso de la administracién de un espiegelmero puede
eliminarse por lo tanto de forma rapida, eficaz y altamente selectiva del metabolismo la causa de la reaccion
secundaria indeseada, a saber, de nuevo con un riesgo extremadamente bajo de efectos secundarios de la
administracion de la L-ribozima. Esto ultimo no sdélo se basa en la estructura de la L-ribozima a base de L-
nucledtidos, sino adicionalmente en la elevada selectividad de la L-ribozima, a saber, dirigida a la secuencia diana
del espiegelmero. Como resultado, se obtiene un antidoto altamente eficaz y altamente selectivo contra un
espiegelmero empleado terapéuticamente y se pueden contrarrestar de manera eficaz, rapida y exenta de efectos
secundarios reacciones secundarias indeseadas del espiegelmero.

Basicamente, se puede construir una ribozima especifica contra cualquier molécula de ARN, ya esté constituida
por D- o L-nucledtidos, la cual corte una secuencia diana de la molécula de ARN vy disocie asi a ésta. Una
propiedad esencial de una ribozima es, por lo tanto, la unién especifica para la secuencia de la ribozima a la
secuencia diana. Sin embargo, esto significa también que para cualquier secuencia diana arbitraria se puede crear
una secuencia parcial de una ribozima, debido a que la secuencia parcial de la ribozima, que contiene el lugar de
disociacién, se hibrida con la secuencia diana. Por lo tanto, en el marco de la invencién no es conveniente indicar
estructuralmente sélo determinadas secuencias parciales de la ribozima en relaciéon con determinadas secuencias
diana. Las secuencias diana indicadas en los Ejemplos y las secuencias parciales de la ribozima son, por lo tanto,
Unicamente a modo de ejemplo, y el experto en la material puede determinar, sin mas, para cualquier secuencia
diana predeterminada de un espiegelmero la secuencia parcial de ribozima adecuada, a saber hibridante, y
sintetizar la ribozima con medios usuales en la técnica a base de las informaciones con respecto a la secuencia
parcial de la ribozima.

Basicamente, la molécula terapéutica puede ser un espiegelmero, o el L-ARN puede estar unido covalentemente
con un aptamero. Este ultimo caso puede presentarse, por ejemplo, en el caso de un aptamero estabilizado frente
a nucleasas. Entonces, la utilidad terapéutica de la invencion estriba en que mediante el corte del L-ARN se vuelve
accesible el aptamero para nucleasas, con lo que entonces, en Ultima instancia, se puede eliminar del suero, en un
plazo relativamente corto, también un aptamero que provoca eventuales efectos secundarios.

Sin embargo, también es posible que la L-ribozima esté unida covalentemente con un aptamero o un anticuerpo.
En este caso, el aptamero o el anticuerpo puede elegirse, por ejemplo, de modo que en virtud de las interacciones
del aptamero o bien del anticuerpo con las superficies de las células se introduzca en la célula la construccién
completa a base de L-ribozima y aptamero o bien anticuerpo.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2427244 T3

Preferiblemente, la L-ribozima es una ribozima cabeza de martillo. Ribozimas cabeza de martillo presentan una
region conservada, entre otros con un triplete GUH (H no es guanina, preferiblemente C) o un duplete UH (H como
antes). Con respecto a la primera, se remite a la Figura 1. Con respecto a la ultima se remite a la referencia
bibliografica Usman, N, et al., The Journal of Clinical Investigation, 106(10): 1197-1201 (2000). En este caso los
nucledtidos N’ y N son bases arbitrarias que se eligen en el intervalo de los Tallos | y Il conforme a la secuencia
diana. En el fondo, en la construccion de una L-ribozima contra una secuencia diana se procede de manera que
primeramente se predetermina una secuencia diana, por ejemplo de un espiegelmero, debiendo contener esta
secuencia diana el triplete GUH o el duplete UH. Después, en los dos extremos de un triplete GUH o bien del
duplete UH se agregan tipicamente en cada caso 4-10 6 4-11, en particular 6-8 6 6-9 nucledtidos, cuyas
secuencias corresponden a las secuencias de la secuencia diana. Se obtiene, por lo tanto, una copia de la
secuencia diana que contiene 11 a 23 nucleétidos que contiene el triplete GUH o bien el duplete UH. Entre los dos
extremos de la copia se introduce luego la secuencia cabeza de martillo catalitica tal como se puede observar en la
Figura 1. Un ejemplo de una secuencia cabeza de martillo catalitica adecuada es la siguiente:

5°-CUGANGAGN " CN *NNNNNGNCGAAAC-3“ o
5’ -CUGANGAGN ' CN "NNNNNGNCGAAAN-3*

(N = bases arbitrarias, formando en la Figura 1 N y N’ enfrentadas entre si obligatoriamente pares de bases iguales
o diferentes)

A ello se afiaden en el extremo 3’ nucleétidos en la secuencia complementaria a la secuencia diana en el lado 5
del triplete GUH o bien del duplete UH y en el extremo 5’ se unen nucleétidos en la secuencia correspondiente a la
secuencia diana del lado 3’ del triplete GUH o bien del duplete UH.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia cabeza de martillo catalitica es

5’ -CUGANGAGNUCGGAARACGACGAAAC-3” o
5’ -CUGANGAGNUCGGAAACGACGAAAN-3”

(N = bases arbitrarias, formando en la Figura 1 N y N’ enfrentadas entre si obligatoriamente pares de bases iguales
o diferentes)

Adicionalmente, en el extremo 5’ de la secuencia cabeza de martillo catalitica puede estar dispuesta la secuencia

37— (N) 4-¢GGUAUAGAGUGCUGAAUCC-5"

con lo cual se obtiene una ribozima cabeza de martillo que requiere de una concentracion de iones Mg
relativamente baja.

La composicion farmacéutica contiene la L-ribozima en al menos la dosis que corresponde a la dosis de la
administracion del L-ARN, preferiblemente la contiene en una dosis que corresponde a 2 hasta 10 veces, referida
al numero de moléculas o bien de moles, de la dosis de la administracion del L-ARN. Se aconsejara una
sobredosificacion, en comparacion con la dosis del L-ARN, con el fin de asegurarse de que sea descargado todo el
L-ARN a eliminar. Las dosis absolutas previstas de acuerdo con la invencién se orientaran en este caso
estrictamente, en las relaciones cuantitativas relativas indicadas, a las dosis predeterminadas del L-ARN vy, por lo
tanto, pueden facilmente determinarse y crearse por el experto en la materia conociendo las dosis predeterminadas
para el L-ARN.

En una forma de realizacion preferida de la invencién, la composicion farmacéutica contiene, adicionalmente, un
acido nucleico, en particular un 5 a 20-mero, el cual esta capacitado para la fusiéon de un L-ARN de doble cadena
en la zona de su secuencia diana. En este caso, se trata de secuencias que se hibridan con secuencias parciales
que son vecinas a la secuencia diana. Con ello, se consigue que se hagan accesibles para la L-ribozima regiones
GUC del L-ARN, las cuales normalmente no son accesibles por motivos estéricos en virtud de la estructura
terciaria del L-ARN.
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Ademas de ello, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que contiene una L-ribozima para el
tratamiento de reacciones secundarias fisiolégicas indeseadas, en particular reacciones inmunoldgicas, en virtud
de la administracion de una molécula terapéutica que contiene el L-ARN.

En relacién con la composicion farmacéutica son validas todas las explicaciones que anteceden y que figuran mas
adelante.

Finalmente, la invencién se refiere a un procedimiento para la preparaciéon de una composicién farmacéutica de
este tipo, en el que se crea y sintetiza una secuencia a partir de L-nucleétidos que esta capacitada para la
disociaciéon de una secuencia predeterminada a base de L-ribonucledtidos, en particular que contiene el triplete
GUC con secuencias, por lo demas arbitrarias, afiadidas en los lados 5’ y 3’ del triplete, y en el que la L-ribozima
se constituye en una dosis farmacolégicamente eficaz para la administracion. En este caso, la L-ribozima se
mezcla tipicamente con coadyuvantes y/o sustancias de soporte galénicos.

Basicamente, uno o varios coadyuvantes y/o sustancias de soporte fisioldgicamente compatibles pueden
mezclarse con la L-ribozima, y la mezcla esta adaptada galénicamente para la administracion local o sistémica, en
particular oral, parenteral, para infusién o bien para infundir en un érgano diana, para la inyeccion (p. €j., i.v., i.m.,
intracapsular o intralumbar), para la aplicacion en bolsas periodontales (espacio entre la raiz del diente y la encia)
y/o para la inhalacién. La eleccidon de los aditivos y/o coadyuvantes dependera de la forma de administracion
elegida. La adaptacion galénica de la composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién puede tener lugar en
este caso de manera practica habitual. En calidad de iones antagonistas para compuestos iénicos entran en
consideracion, por ejemplo, Mg™, Mn**, Ca*", CaCl’, Na", K', Li* o ciclohexilamonio, o bien CI', Br, acetato,
trifluoroacetato, propionato, lactato, oxalato, malonato, maleinato, citrato, benzoato, salicilato, putrecina,
cadaverina, espermidina, espermina, etc. Formas de preparados galénicas sdlidas o liquidas adecuadas son, por
ejemplo, granulados, polvos, grageas, comprimidos, (micro)capsulas, supositorios, jarabes, zumos, suspensiones,
emulsiones, gotas o disoluciones para inyeccion (i.v., i.p., i.m., s.c.) o para la nebulizacion (aerosoles), formas de
preparados para la inhalacién de polvos secos, sistemas transdermales asi como preparados con una liberacion
retardada del principio activo, en cuya preparacién encuentran aplicacion coadyuvantes habituales tales como
sustancias de soporte, agentes disgregantes, aglutinantes, de revestimiento, de expansion, deslizantes o
lubricantes, sustancias saboreantes, edulcorantes y solubilizantes. También es posible encapsular el principio
activo en nanocapsulas, de preferencia biolégicamente degradables, por ejemplo para la produccion de un
preparado para inhalaciéon. Como coadyuvantes se pueden mencionar, por ejemplo, carbonato de magnesio,
diéxido de titanio, lactosa, manita y otros azucares, talco, lactosa, gelatina, almiddn, celulosa y sus derivados,
aceites animales y vegetales tales como aceite de higado de bacalao, aceite de girasol, de cacahuete, o sésamo,
polietilenglicoles y disolventes tales como, por ejemplo, agua estéril y alcoholes monovalentes o polivalentes, por
ejemplo glicerol. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se puede preparar, debido a que se
mezcla al menos una combinacién de sustancias, utilizada de acuerdo con la invencién en una dosis definida, con
un soporte farmacéuticamente adecuado y fisiolégicamente compatible y, eventualmente, otros principios activos,
aditivos o coadyuvantes con una dosis definida y se adapta para la forma de administracion deseada. En calidad
de diluyentes entran en consideracion poliglicoles, agua y disoluciones tampdn. Sustancias tampdn adecuadas
son, por ejemplo, N,N’-dibenciletilendiamina, dietanolamina, etilendiamina, N-metilglucamina, N-bencilfenetilamina,
dietilamina, fosfato, bicarbonato de sodio o carbonato de sodio. Sin embargo, también se puede trabajar sin
diluyentes. Sales fisiolégicamente compatibles son sales con acidos inorganicos u organicos tales como, p. €j.,
acido lactico, acido clorhidrico, acido sulfurico, acido acético, acido citrico, acido p-toluenosulfénico, o con bases
inorganicas u organicas tales como, p. ej., NaOH, KOH, Mg(OH),, dietanolamina, etilendiamina, o con
aminoacidos tales como arginina, lisina, acido glutamico, etc., o con sales inorganicas tales como CaCl,, NaCl o
sus iones libres tales como Ca?*, Na*, CI, SO4%, o bien correspondientes sales e iones libres del Mg*™ o Mn*™*, o
combinaciones de los mismos. Se preparan segun métodos convencionales. Preferiblemente, se ajusta un valor
del pH en el intervalo entre 5y 9, en particular entre 6 y 8.

De importancia por si sola es una variante de la invencién que comprende el uso de una L-ribozima para la
preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la profilaxis de enfermedades que van
acompafiadas de una sobre-expresion de al menos un gen enddgeno, estando la L-ribozima capacitada para la
escision de una secuencia diana de un D-ARN diana enddgeno que codifica el gen. Por lo demas, son validas
analogamente las explicaciones precedentes. A este respecto, es importante otra variante del aspecto precedente
de la invencién con el uso de una L-ribozima para la preparacion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento o la profilaxis de enfermedades que van acompafadas de una infeccién de un mamifero con un

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2427244 T3

microorganismo, estando la L-ribozima capacitada para la escision de una secuencia diana de un D-ARN diana
que codifica un gen del microorganismo. Como microorganismos que entran en consideracion se deben
mencionar, entre otros, virus, bacterias y hongos. Basicamente, la ribozima puede emplearse para la disociacion
de un microorganismo arbitrario con secuencias génicas conocidas, al menos en parte, eligiéndose tramos de las
secuencias génicas debido a la escisidon que atenutan o inhiben, por ejemplo, la actividad del microorganismo y/o
su capacidad de replicacion, y/o atentian o inhiben la unién a superficies de las células.

En esta variante se aprovecha el hecho de que las L-ribozimas también pueden emplearse para la disociacion de
D-ARN, en particular ARNm o ARN regulador, por ejemplo, pero no de forma excluyente, ARNsi, ARNmicro,
ARNsh, ARNnc, ARNt, ARNTr, etc. Con ello, pueden inhibirse genes o proteinas codificadas por ellos. Esto es de
utilidad terapéutica para todas las enfermedades que van acompafiadas de la sobre-expresion de determinados
genes, en comparacion con la expresion del organismo no enfermado.

Por una parte, esta variante tiene la ventaja de que la escision de la secuencia diana tiene lugar con una
especificidad muy elevada y, por consiguiente, tampoco tiene lugar ninguna otra interferencia con el sistema
regulador. Ademas de ello, se evitan con seguridad efectos secundarios tales como los que van acompafiados, por
ejemplo, del empleo de acidos D-nucleicos inhibidores tales como ARNSi.

En lo que sigue se explica con mayor detalle la invencion con ayuda de figuras y Ejemplos.

Muestran:

Figura 1: una ribozima cabeza de martillo minima, antes (a) y después de la unién a una secuencia diana
(b),

Figura 2: un analisis comparativo de la dependencia de la concentracion de MgCl; de la reaccion de la L-
diana con D-ribozima, por una parte, y de la D-diana con L-ribozima por otra,

Figura 3: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reacciéon de L-diana con D-
ribozima, por una parte, y de D-diana con L-ribozima por otra parte a MgCl, 10 mM,

Figura 4: un analisis comparativo de la dependencia de la concentracion de MgCl; (1-25 mM) de la
reaccion de L-diana con L-ribozima, por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte,
con un exceso de 10 veces de L-ribozima,

Figura 5: un analisis comparativo de la dependencia de la concentracion de MgCl, (0,1-1 mM) de la
reaccion de L-diana con L-ribozima, por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte,
con un exceso de 10 veces de L-ribozima,

Figura 6: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reaccién de L-diana con L-ribozima,
por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte, a MgCl, 10 mM y con un exceso de 10
veces de L-ribozima,

Figura 7: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reaccién de L-diana con L-ribozima,
por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte, a MgCl, 0,1 mM y con un exceso de
10 veces de L-ribozima,

Figura 8: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reaccién de L-diana con L-ribozima,
por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte, a MgCl, 1 mM y con un exceso de 1
vez de L-ribozima,

Figura 9: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reaccién de L-diana con L-ribozima,
por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte, a MgCl; 0,1 mM y con un defecto de
10 veces de L-ribozima,

Figura 10: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reaccién de L-diana con L-ribozima,

por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte, a MgCl, 1 mM y con un defecto de 10
veces de L-ribozima,
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Figura 11: un analisis comparativo de la dependencia en el tiempo de la reaccién de L-diana con L-ribozima,
por una parte, y de D-diana con D-ribozima por otra parte, a MgCl, 5 mM y con un defecto de 10
veces de L-ribozima,

y
Figura 12: ensayos para la escisiéon de L-diana por parte de L-ribozima en suero humano.
Ejemplo 1: Ensayo de escision

Las actividades de L-ribozimas y D-ribozimas se midieron bajo distintas condiciones. Las condiciones base eran
como sigue. 0,02 uM de ARN diana se incubaron durante 2 horas a 20°C con 10 pl de mezcla de reaccion en
presencia de 0,002 pM, 0,02 uM y 2 pM de ribozima en tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (relacién ribozimas/diana,
por consiguiente, 10:1, 1:1 y 1:10). Antes de la reaccién, ARN diana y ribozima se desnaturalizaron y se enfriaron
hasta 25°C lentamente (1°C/min) en el bloque calefactor. Se examiné la influencia de los iones Mg** en la
concentracion de 0,1 a 25 mM. Productos de escision se separaron en electroforesis en gel de poliacrilamida al
20% en presencia de urea 8 M en tampdn Tris-borato 0,09 M, pH 8,3. El andlisis de la fluorescencia tuvo lugar en
el aparato Phosphoimager Fuji Film FLA 5100. Los datos se obtuvieron con el programa Fuji Analysis Program.
Los diagramas se crearon con Excel.

Ejemplo 2: Preparacion de las secuencias diana y de las ribozimas

Como secuencias diana se prepararon en el transcurso de la sintesis de aplicaciéon por parte de la razén social
ChemGenes Corporation, Wilmington, EE.UU:

Seq.-ID 1: 5-FAM-ACAGUCGGUCGCC-3’
(ARN, tanto con D-nucleétidos como también con L-nucleétidos) y

Seq.-ID 2: 5-FAM-ACAGTCGGTCGCC-3’
(ADN, tanto con D-nucledtidos como también con L-nucleoétidos).

Los productos de la sintesis tenian una pureza mayor que 90%.

Como secuencias de ribozimas se eligieron, conforme las secuencias diana, las regiones variables de una ribozima
cabeza de martillo y el triplete GUC y se prepararon las siguientes secuencias de ribozima por la razén social
ChemGenes Corporation, Wilmington, EE.UU:

Seq.-ID 3: 5-FAM-GGCGACCCUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAAACUGU-3’
(ARN, tanto con D-nucleétidos como también con L-nucledtidos)

Los productos de la sintesis tenian una pureza superior al 85%.
Todos los productos de la sintesis estaban marcados en el extremo 5’ con fluoresceina.
Ejemplo 3: Interacciones de acidos L-nucleicos con acidos D-nucleicos

En la Figura 2 se representa la dependencia de la concentracion en funcion de la escision de una D-diana por parte
de una L-ribozima, asi como a la inversa. C es el testigo (L-diana + L-ribozima), las pistas 1 a 5 son las distintas
concentraciones de MgCl., indicadas en el diagrama (0-25 mM) para la diana sin ribozima y las pistas 6 a 9 son
para 0,2 uM de diana con 2 yM de ribozima.

Se reconoce que la D-ribozima no corta ciertamente la L-diana, pero a la inversa tiene lugar absolutamente una
conversion considerable. Esto significa que, por ejemplo, espiegelmeros consistentes en L-nucledtidos, junto a su
efecto como aptamero especifico para una determinada estructura 3-D, podrian estar absolutamente en
condiciones, en contra de la opinion actual, de ejercer otras interacciones fisiolégicas, por ejemplo como ribozima.

De ello se deduce que espiegelmeros presentan el riesgo de un efecto secundario indeseado en el caso de la
administracion a un organismo.
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De ello, se deduce, sin embargo también, que L-ribozimas pueden emplearse para la escision de D-ARN
enddgeno, con lo que entonces tiene lugar una inhibicion terapéuticamente pretendida del gen o bien de la proteina
codificado por el D-ARN, por ejemplo ARNm.

La Figura 3 muestra que la porcién de productos de disociacion de la D-diana aumenta con el tiempo mediante una
L-ribozima y discurre siempre de manera significativa por encima de la proporcion de productos de escision de la
L-diana (pista C: testigo, como precedentemente, pistas 1 a 10, tiempos 0 a 256 min del diagrama).

Ejemplo 4: Disociacién de una L-diana por L-ribozimas
De las representaciones de las Figuras 4 a 11 se puede deducir que una L-ribozima corta de manera eficaz a una
L-diana con una correspondiente secuencia diana bajo todas las condiciones habituales, a saber con tasas de

conversion que corresponden al menos a las de una D-ribozima con una D-diana.

La Figura 12 confirma que la escision de una L-diana por parte de una L-ribozima también funciona eficazmente
bajo las condiciones del suero humano.
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REIVINDICACIONES
1.- Uso de una L-ribozima para la preparacion de una composicién farmacéutica.

2.- Uso segun la reivindicacion 1, en donde la L-ribozima esta capacitada para la escisién de un L-ARN en la
region de una secuencia diana del L-ARN.

3.- Uso de una L-ribozima que esta capacitada para la escisién de un L-ARN en la regién de una secuencia diana
del L-ARN, para la preparacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento de reacciones secundarias
fisiolégicas indeseadas, en virtud de la administracion de una molécula terapéutica que contiene el L-ARN.

4.- Uso de una L-ribozima para la preparaciéon de una composicion farmacéutica para el tratamiento o la profilaxis
de enfermedades que van acompafiadas de una sobre-expresidon de al menos un gen endogeno, estando
capacitada la L-ribozma para la escision de una secuencia diana de un D-ARN diana enddgeno que codifica el gen.

5.- Uso segun la reivindicacion 3, en donde la molécula terapéutica se compone del L-ARN, en particular es un L-
ARN de doble cadena, por ejemplo un espiegelmero.

6.- Uso segun la reivindicacion 3, en donde la molécula terapéutica contiene un aptamero unido covalentemente
con el L-ARN o un anticuerpo unido covalentemente con el mismo.

7.- Uso segun una de las reivindicaciones 3 y 5 a 6, en donde la composiciéon farmacéutica contiene la L-ribozima
en al menos la dosis que corresponde a la dosis de la administracion del L-ARN, preferiblemente la contiene en
una dosis que corresponde a 2 a 100 veces, preferiblemente a 2 a 20 veces la dosis de la administracion del L-
ARN.

8.- Uso segun una de las reivindicaciones 3 a 7, en donde la L-ribozima es una ribozima cabeza de martillo.

9.- Uso segun una de las reivindicaciones 3 a 8, en donde la composicion farmacéutica contiene adicionalmente un
acido nucleico, en particular un 5 a 20-mero, que esta capacitado para la fusion de un D-ARN o L-ARN de doble
cadena en la region de la secuencia diana.

10.- Composicion farmacéutica que contiene una L-ribozima para el tratamiento de reacciones secundarias
fisiolégicas indeseadas en virtud de la administracién de una molécula terapéutica que contiene el L-ARN.

11.- Composicion farmacéutica que contiene una L-ribozima para el tratamiento o la profilaxis de enfermedades
que van acompafiadas de una sobre-expresion de al menos un gen enddgeno, en donde la L-ribozima esta
capacitada para la escisidon de una secuencia diana de un D-ARN diana enddgeno que codifica el gen.

12.- Procedimiento para la preparacion de una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 10 u 11, en el
que se crea y sintetiza una secuencia a partir de L-nucledtidos, la cual esta capacitada para la escision de una
secuencia predeterminada a base de L-ribonucleétidos, o de una secuencia predeterminada a base de L-
ribonucledtidos, y en donde la L-ribozima se adapta en una dosis farmacolégicamente eficaz para la
administracion.

13.- Procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que la L-ribozima se mezcla con coadyuvantes y/o sustancias
de soporte galénicos.
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