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DESCRIPCION
Molécula de acido nucleico monocatenario que tiene esqueleto aliciclico que contiene nitrégeno
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenario que inhibe la expresion génica. En
particular, la presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenario que tiene un esqueleto
aliciclico que contiene nitrégeno, una composicion que contiene la molécula de acido nucleico monocatenario y el
uso de la molécula de acido nucleico monocatenario.

Técnica anterior

Como una técnica para inhibir la expresion génica se conoce, por ejemplo, la interferencia por ARN (iARN) (Fire y
col., Nature, Feb. 19, 1998; 391 (6669): pag 806-811). La inhibicion de la expresién génica por interferencia por ARN
generalmente se lleva a cabo administrando una molécula de ARN bicatenario corto a, por ejemplo, una célula o
similares. La molécula de ARN bicatenario generalmente se llama ARNip (ARN interferente pequefio). Se ha
informado que no solo el ARNip, sino que también una molécula de ARN circular que se ha convertido en
parcialmente bicatenaria por hibridacion intermolecular, también pueden inhibir la expresion génica (publicacion de
patente de EE.UU. N° 2004-058886). Sin embargo, las moléculas de ARN usadas en estas técnicas para inducir la
inhibicion de la expresion génica tienen los siguientes problemas.

Primero, con el fin de producir el ARNip, es necesario sintetizar una hebra codificante y una hebra no codificante por
separado e hibridar estas hebras al final del procedimiento. Asi, hay un problema de baja eficiencia de fabricacion.
Ademas, cuando el ARNip se administra a una célula, es necesario administrar el ARNip a la célula mientras que se
inhibe la disociacion a ARN monocatenario, que requiere una tarea laboriosa de fijar las condiciones para manipular
el ARNip. Por otra parte, la molécula de ARN circular tiene un problema en que su sintesis es dificil.

Estas moléculas de ARN estan basicamente compuestas por residuos de nucleétidos. Por ahora, con el fin de
conferir alguna funciéon a las moléculas de ARN o marcar las moléculas de ARN, no hay otra forma sino que
modificar cualquiera de los componentes, es decir, una base, un residuo de azucar o un grupo fosfato, del (de los)
residuo(s) de nucledtido(s). Por tanto, en el desarrollo de productos farmacéuticos y similares que utilizan
interferencia por ARN es muy dificil alterar las moléculas de ARN de manera que se confiera otra funcion a las
mismas o marcarlas mientras que se mantiene su funcion para inhibir la expresién génica.

El documento WO 2004/090108 se refiere a un agente de iARN que comprende una secuencia codificante y una
secuencia no codificante, donde el agente comprende una modificacion estabilizante tal como un grupo cationico y la
secuencia no codificante elige como diana un ARN expresado en el rifion El documento WO 2006/088490 se refiere
a un ribonucledsido sustituido con un grupo fosfonamidito en la posicion 3'. En ciertas realizaciones, el fosfonamidito
es un fosfonamidito de alquilo. EI documento WO 2006/088490 también se refiere a un oligonucleétido bicatenario
que comprende al menos un enlace de no fosfato. Enlaces de no fosfato representativos incluyen enlaces fosfonato,
hidroxilamina, hidroxilhidrazinilo, amida y carbamato. En ciertas realizaciones, el enlace de no fosfato es un enlace
fosfonato.

El documento EP 2233573 A1 (WO 2009/074076) se refiere a una molécula compleja que interfiere con la expresion
de genes diana y que contiene dos hebras de ARNip X y X2 que tienen al menos el 80 % de complementariedad. El
extremo 5' de X4 y el extremo 3' de X; estan ligados mediante la molécula no de acido nucleico L1. El extremo 5' de
X2 y el extremo 3' de X4 estan ligados mediante la molécula no de acido nucleico L2. Como ambos extremos 5'y 3'
de las dos hebras de ARNip X4 y X, de la molécula compleja estan ligados mediante moléculas de no acido nucleico,
no es facil para las hebras de ARNip desenrollarse y degradarse.

Breve sumario de la invencion

Teniendo en cuenta lo anterior, es un objetivo de la presente invencion proporcionar una molécula de acido nucleico
novedosa que pueda producirse faciimente y eficazmente y pueda inhibir la expresién génica.

Con el fin de lograr el objetivo anterior, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico
monocatenario que comprende una secuencia inhibidora de la expresién que inhibe la expresion de un gen diana
donde:

- la molécula comprende: una region (Xc); una region de ligador (Lx), una region interna (Z) que comprende la
secuencia inhibidora de la expresidon y que esta compuesta de una regién (X) y una region (Y), una region de
ligador (Ly) y una region (Yc) en este orden;

- la region (Xc) es complementaria a la region (X);

- la region (Yc) es complementaria a la region (Y); y

- la region de ligador (Lx)
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se representa por la siguiente formula (1):

Ra

X2 /
Rz\ /Lz\ A
'111../ 0 y2 20 P
N
R! L &
'?’71/ \0/ \Y‘ «

en la que:

X y X son cada uno independientemente Hy, O, S o NH;

Y y Y2 son cada uno independientemente un enlace sencillo, CH2, NH, O 0 S;

R es un atomo de hidrégeno o sustituyente que esta unido a C-3, C-4, C-5 o C-6 sobre un anillo A;

L' es una cadena de alquileno compuesta por n atomos, y un atomo de hldrogeno sobre un atomo de carbono
deI alquileno puede o puede no estar sustituido con OH, OR?, NHz, NHR? NR?® R’ SHo SR? o

L' es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de
alquileno con un atomo de oxigeno,

a cond|C|on de que: cuando Y sea NH, O o S, un atomo unido a Y' en L' sea carbono, un atomo unido a OR’
en L' sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;

L? es una cadena de alquileno compuesta por m atomos, y un atomo de hldrogeno sobre un atomo de carbono
deI alquileno puede o puede no estar sustituido con OH, OR®, NH2, NHR®, NR° R’ SH o SR°, o

L? es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de
alquileno con un atomo de oxigeno,

a cond|C|on de que: cuando Y sea NH, O o S, un atomo unido a Y? en L? sea carbono, un atomo unido a OR?
enL? sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;

R? R® R° y R son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;

les102;

m es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;

n es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;

Ias regiones (Xc) y (X) estan cada una ligadas a la regién de ligador (Lx) mediante -OR o] OR Y

R y R? pueden o pueden no estar presentes, y cuando estan presentes, R y R? son cada uno
independientemente un residuo de nucledtido o la estructura de férmula (1).

La presente invencién también proporciona una composicion para inhibir la expresion de un gen diana. La
composicion contiene la molécula de acido nucleico monocatenario segun la presente invencion.

La presente invencién también proporciona una composicion farmacéutica que contiene la molécula de acido
nucleico monocatenario segun la presente invencion.

La presente invencién también proporciona un procedimiento in vitro para inhibir la expresion de un gen diana,
comprendiendo el procedimiento usar la molécula de acido nucleico monocatenario segun la presente invencion,
donde opcionalmente

- el procedimiento comprende administrar la molécula de acido nucleico monocatenario a una célula, tejido o un
érgano in vitro; o

- la molécula de acido nucleico es una molécula de ARN vy la expresidon del gen diana se inhibe induciendo
interferencia por ARN.

La presente invencién también proporciona una molécula de acido nucleico para su uso en un procedimiento para
tratar una enfermedad, donde la molécula de ARN es la molécula de acido nucleico monocatenario segun la
presente invencion; y la molécula de acido nucleico monocatenario comprende, como secuencia inhibidora de la
expresion, una secuencia que inhibe la expresion de un gen que causa la enfermedad.

Usando la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién es posible inhibir la expresion de un
gen. Ademas, como la molécula de acido nucleico monocatenario no es circular, puede sintetizarse faciimente. Por
tanto, como es de una sola hebra, no es necesaria una etapa de hibridacién requerida en la produccion de una hebra
doble, de manera que puede producirse eficazmente. Ademas, como la regidn de ligador incluye el (los) residuo(s)
de no nucledtido, no solo son posibles, por ejemplo, alteraciones convencionales a residuos de nucleétidos, sino
también, por ejemplo, alteraciones tales como modificacion en la region de ligador.
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Son los inventores de la presente invencion los que primero descubrieron que la expresion génica puede inhibirse
segun la estructura de la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién. Se supone que el
efecto inhibidor de genes de la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencion se produce por
un fenédmeno similar a interferencia por ARN. Debe observarse, sin embargo, que la inhibicion de la expresion génica
en la presente invencion no esta limitada o restringida por interferencia por ARN.

Breve descripcion de los dibujos

[FIG. 1] La FIG. 1 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de una molécula de acido nucleico
monocatenario (no de la presente invencion).

[FIG. 2] La FIG. 2 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de la molécula de acido nucleico
monocatenario de la presente invencion.

[FIG. 3] La FIG. 3 muestra vistas esquematicas que ilustran otros ejemplos de la molécula de acido nucleico
monocatenario de la presente invencion.

[FIG. 4] La FIG. 4 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en un ejemplo (no
de la invencién).

[FIG. 5] La FIG. 5 es un electroforetograma que muestran la estabilidad en otro ejemplo (no de la invencion).
[FIG. 6] La FIG. 6 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en todavia otro
ejemplo de la presente invencion.

[FIG. 7] La FIG. 7 muestra los resultados de electroforesis, que indican la reactividad de una proteina Dicer con
ARNmMc en otro ejemplo adicional de la presente invencion.

[FIG. 8] La FIG. 8 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en células A549 en
otro ejemplo adicional de la presente invencion

[FIG. 9] La FIG. 9 es una grafica que muestra un nivel de expresion relativa del gen GAPDH en células 293 en
el ejemplo de la presente invencion.

[FIG. 10] La FIG. 10 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en células
HCT116 en otro ejemplo adicional de la presente invencion

[FIG. 11] La FIG. 11 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en células
HCT116 en otro ejemplo adicional de la presente invencion.

[FIG. 12] La FIG. 12 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen TGF-1 en otro ejemplo
adicional de la presente invencion.

[FIG. 13] La FIG. 13 es una grafica que muestra el nivel de expresion de TGF-1 por unidad de peso de pulmén
en cada grupo de administracion en otro ejemplo adicional de la presente invencion.

[FIG. 14] La FIG. 14A es una grafica que muestra la cantidad de TNF-a en una muestra de BALF en cada
grupo de administracion en el ejemplo de la presente invencion. La FIG. 14B es una grafica que muestra la
cantidad de IFN-B en una muestra de BALF en cada grupo de administraciéon en el ejemplo de la presente
invencion.

[FIG. 15] La FIG. 15 es un electroforetograma que muestra resistencia a ribonucleasa en otro ejemplo adicional
de la presente invencion.

[FIG. 16] La FIG. 16 es un electroforetograma que muestra resistencia a nucleasa S7 en otro ejemplo adicional
de la presente invencion.

[FIG. 17] La FIG. 17 muestra ARNmc usado en un ejemplo de referencia.

[FIG. 18] La FIG. 18 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en el ejemplo de
referencia.

[FIG. 19] La FIG. 19 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen TGF-1 en otro ejemplo
de referencia.

[FIG. 20] La FIG. 20 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen LAMA1 en otro ejemplo
adicional de referencia.

[FIG. 21] La FIG. 21 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen LMNA en otro ejemplo
adicional de referencia.

[FIG. 22] La FIG. 22 muestra ARNmc usado en otro ejemplo adicional de referencia.

[FIG. 23] La FIG. 23 es una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH en el ejemplo de
referencia.

Modo para llevar a cabo la invencién

Términos usados en la presente memoria descriptiva tienen cada uno un significado generalmente usado en la
materia, a menos que se establezca de otro modo.

1. Molécula de PNmc

La molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencion es, como se ha descrito anteriormente, una
molécula de acido nucleico monocatenario que incluye: una secuencia inhibidora de la expresidon que inhibe la
expresion de un gen diana. La molécula de acido nucleico monocatenario incluye: una region (Xc); una region de
ligador (Lx); una regioén interna (Z) que esta compuesta de una region (X) y una region (Y); una region de ligador
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(Ly); y una region (Yc) en este orden. La region interna (Z) incluye la secuencia inhibidora de la expresion.

En la presente invencion, “inhibicién de la expresiéon de un gen diana” significa, por ejemplo, alterar la expresion del
gen diana. El mecanismo por el que la inhibicion se logra no esta particularmente limitado, y puede, por ejemplo,
regularse por disminuciéon o silenciarse. La inhibicion de la expresion del gen diana puede verificarse por: una
disminucion en la cantidad de un producto de la transcripcion derivado del gen diana; una disminucion en la actividad
del producto de la transcripcion; una disminucion en la cantidad de un producto de la traduccion generado a partir del
gen diana; una disminucioén en la actividad, por ejemplo, del producto de la traduccion; o similares. Las proteinas
pueden ser proteinas maduras, proteinas precursoras antes de someterse, por ejemplo, a procesamiento o
modificacién postraduccional, o similares.

La molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invenciéon también puede denominarse en lo sucesivo
la “molécula de PNmc” de la presente invencién. La molécula de PNmc de la presente invencién puede usarse, por
ejemplo, para inhibir la expresion de un gen diana in vivo o in vitro, de manera que también puede denominarse una
“molécula de PNmc para inhibir la expresiéon de un gen diana” o “inhibidor de la expresion de un gen diana”. Ademas,
la molécula de PNmc de la presente invencion pueden inhibir la expresion de un gen diana, por ejemplo, por
interferencia por ARN, de manera que también puede denominarse una “molécula de PNmc para interferencia por
ARN”, “molécula de PNmc para inducir interferencia por ARN” o “el agente de interferencia por ARN o el agente
inductor de interferencia por ARN”. Ademas, segun la presente invencion, es posible inhibir un efecto secundario tal
como, por ejemplo, induccion de interferdn.

En la molécula de PNmc de la presente invencion, el extremo 5' y el extremo 3' estan ligados entre si. Asi, la
molécula de PNmc de la presente invencion también puede denominarse una “molécula de acido nucleico
monocatenario lineal”.

En la molécula de PNmc de la presente invencion, la secuencia inhibidora de la expresién es una secuencia que
presenta una actividad para inhibir la expresion de un gen diana cuando la molécula de PNmc de la presente
invencion se introduce, por ejemplo, en una célula in vivo o in vitro. La secuencia inhibidora de la expresién no esta
particularmente limitada, y puede fijarse segin convenga dependiendo del tipo de gen diana cuya expresion vaya a
inhibirse. Como secuencia inhibidora de la expresion puede usarse, por ejemplo, una secuencia que participa en la
interferencia por ARN producida por ARNip, segun convenga. Generalmente, la interferencia por ARN es un
fenémeno en el que un ARN bicatenario largo (ARNbc) se escinde en una célula por Dicer para producir un ARN
bicatenario (ARNip: ARN interferente pequefio) compuesto por aproximadamente 19 a 21 pares de bases y que tiene
un extremo 3' que sobresale, y uno de los ARN monocatenarios que componen el ARNip se une a un ARNm diana
para degradar el ARNm, por lo que se inhibe la traduccién del ARNm. Como secuencia del ARN monocatenario del
ARNip que se une al ARNm diana se ha informado, por ejemplo, de diversos tipos de secuencias para diversos tipos
de genes diana. En la presente invencion, por ejemplo, la secuencia del ARN monocatenario del ARNip puede
usarse como secuencia inhibidora de la expresion.

Debe observarse que el objetivo de la presente invencién no es la informacion de secuencia de la secuencia
inhibidora de la expresién para el gen diana. En realidad, la presente invencion se refiere a la estructura de una
molécula de acido nucleico que permite que una actividad inhibidora del gen diana se provoque por la secuencia
inhibidora de la expresion para que funcione, por ejemplo, en una célula. Por tanto, en la presente invencioén, no solo
las secuencias de ARN monocatenario del ARNip conocidas en el momento de la presentacion de la presente
solicitud, sino también secuencias que se identificarian en el futuro, pueden usarse como, por ejemplo, secuencia
inhibidora de la expresion.

La secuencia inhibidora de la expresion tiene preferentemente al menos el 90 % de complementariedad, mas
preferentemente el 95 % de complementariedad, todavia mas preferentemente el 98 % de complementariedad, y
particularmente preferentemente el 100 % de complementariedad con, por ejemplo, una region predeterminada del
gen diana. Si la secuencia inhibidora de la expresion satisface la complementariedad anteriormente descrita, puede
reducirse suficientemente por ejemplo, un efecto inespecifico.

Ejemplos especificos de la secuencia inhibidora de la expresion son los siguientes: si el gen diana es el gen GAPDH
puede usarse, por ejemplo, una secuencia 19-mera mostrada en SEC ID N°: 4; si el gen diana es el gen TGF-31
puede usarse, por ejemplo, una secuencia 21-mera mostrada en SEC ID N° 18; si el gen diana es el gen LAMA1
puede usarse, por ejemplo, una secuencia 19-mera mostrada en SEC ID N°: 6; y si el gen diana es el gen LMNA
puede usarse, por ejemplo, una secuencia 19-mera mostrada en SEC ID N°: 30.

5'-GUUGUCAUACUUCUCAUGG-3' (SEC ID N°: 4)

5'-AAAGUCAAUGUACAGCUGCUU-3' (SEC ID N°: 18)

5'-AUUGUAACGAGACAAACAC-3' (SEC ID N°: 6)

5'-UUGCGCUUUUUGGUGACGC-3' (SEC ID N°: 30)

Se supone que la inhibicion de la expresion de un gen diana por la molécula de PNmc de la presente invencion se
logra por interferencia por ARN. Debe observarse, sin embargo, que la presente invencién no esta en absoluto
limitada por este mecanismo. A diferencia del lamado ARNip, la molécula de PNmc de la presente invencién no se
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introduce en una célula o similares en forma de ARNbc compuesto por dos ARN monocatenarios, y no siempre es
necesario, por ejemplo, escindir la secuencia inhibidora de la expresiéon en la célula. Asi, puede decirse que la
molécula de PNmc de la presente invencion presenta, por ejemplo, una funcion similar a interferencia por ARN.

La molécula de PNmc de la presente invencion puede inhibir un efecto secundario, por ejemplo, tal como induccion
de interferdn in vivo y presenta excelente resistencia a nucleasa.

En la molécula de PNmc de la presente invencion, la region de ligador se representa, por ejemplo, por la siguiente
férmula (1)

Ra
x2 /
r2 I.z\ A
Ty No” S NG D)
N

1 i1
"H/R\O/L ~y

En la féormula (1), por ejemplo,

X y X son cada uno independientemente Hy, O, S o NH;

Y y Y2 son cada uno independientemente un enlace sencillo, CH2, NH, O 0 S;

R es un atomo de hidrégeno o sustituyente que esta unido a C-3, C-4, C-5 o C-6 sobre un anillo A;

L' es una cadena de alquileno compuesta por n atomos, y atomo(s) de h|drogeno sobre atomo(s) de carbono
deI alquileno puede(n) o puede(n) no estar sustituido(s) con OH, OR?, NH,, NHR? NR°R®, SH o SR?, o,

L' es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de
alquileno con un atomo de oxigeno,

a cond|C|on de que: cuando Y sea NH, O o S, un atomo unido a Y' en L' sea carbono, un atomo unido a OR’
en L' sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;

L2 es una cadena de alquileno compuesta por m atomos, y atomo(s) de hldrogeno sobre atomo(s) de carbono
deI alquileno puede(n) o puede(n) no estar sustituido(s) con OH, OR®, NH2, NHR®, NR°R?, SH o SR®, o

L? es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de
alquileno con un atomo de oxigeno,

a cond|C|on de que: cuando Y sea NH, O o S, un atomo unido a Y? en L? sea carbono, un atomo unido a OR?
enL? sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;

R? R® R° y R? son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;

les102;

m es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;

n es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;

Ias regiones (Xc) y (X) estan cada una ligadas a la region de ligador (Lx) mediante -OR o] OR Y

R y R? pueden o pueden no estar presentes, y cuando estan presentes, R y R? son cada uno
independientemente un residuo de nucledtido o la estructura de férmula (1).

En la férmula (I) X"y X? son cada uno independientemente H,, O, S o NH, por ejemplo. En la formula (1), “X" es Hy"
S|gn|f|ca que X" forma CH; (un grupo metileno) junto con un atomo de carbono al que se une X'. Lo mismo se aplica
ax?

En la formula (1), Y y Y2 son cada uno independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O o S.

En la formula (1), 1 en el anillo Aes 1 0 2. Sil =1, el anillo A es un anillo de 5 miembros, que es, por ejemplo, el
esqueleto de pirrolidina. El esqueleto de pirrolidina es, por ejemplo, un esqueleto de prolina, un esqueleto de prolinol
o similares, y ejemplos especificos incluyen estructuras divalentes del esqueleto de prolina y el esqueleto de prolinol.
Si | =2, el anillo A es un anillo de 6 miembros, que es, por ejemplo, el esqueleto de piperidina. El anillo A puede
estar, por ejemplo, en tanto la forma L como la forma D.

En Ia formula (1), R® es un atomo de hidrégeno o sustltuyente que esta unido a C 3, C-4, C-5 0 C-6 sobre eI anillo A.
SiR%es el sustituyente, puede ser un sustituyente R? dos o mas sustituyentes R o ningun sustituyente R?, y si hay
una pluralidad de sustituyentes R?, pueden ser |guales o diferentes.

El sustituyente R® es, por ejemplo, un halégeno, OH, OR4, NH,, NHR4, NR4R5, SH, SR4, un grupo oxo (=0), o
similares.
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R* y R® son cada uno un sustituyente o un grupo protector, y pueden ser iguales o diferentes. Ejemplos del
sustituyente incluyen haldgenos, alquilos, alquenilos, alquinilos, haloalquilos, arilos, heteroarilos, arilalquilos,
cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquilalquilos, ciclilalquilos, hidroxialquilos, alcoxialquilos, aminoalquilos,
heterociclilalquenilos, heteromclllalqunos heteroarilalquilos, sililos y sililoxialquilos. Lo mismo se aplica en lo
sucesivo. El sustituyente R® puede ser cualquiera de los sustituyentes enumerados anteriormente.

El grupo protector es un grupo funcional que inactiva, por ejemplo, un grupo funcional altamente reactivo. Ejemplos
del grupo protector incluyen grupos protectores conocidos. Con respecto al grupo protector, la descripcion puede
encontrarse, por ejemplo, en la bibliografia (J. F. W. McOmie, “Protecting Groups in Organic Chemistry”, Plenum
Press, Londres y Nueva York, 1973). El grupo protector no esta particularmente limitado, y ejemplos del mismo
incluyen un grupo terc-butildimetilsillo (TBDMS), un grupo bis(2 acetoxietiloxi)metilo (ACE), un grupo
triisopropilsililoximetilo (TOM), un grupo 1-(2-cianoetoxi)etilo (CEE), un grupo 2- C|an0etOX|met|Io (CEM), un grupo
tolilsulfoniletoximetilo (TEM) y un grupo dimetoxitritlo (DMTr). Si R® es OR* el grupo protector no esta
particularmente limitado, y ejemplos del mismo incluyen un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM, un grupo
CEE, un grupo CEM y un grupo TEM. Otros ejemplos del grupo protector incluyen grupos que contienen sililo
representados por la férmula que va a mostrarse en el parrafo [0275]. Lo mismo se aplica en lo sucesivo.

En la formula (1), L' es una cadena de alquileno compuesta por n atomos. El (Los) atomo(s) de hidrégeno sobre el
(los) atomo(s) de carbono del alquileno puede(n) o puede(n) no estar sustituido(s), por ejemplo, con OH, OR?, NH,,
NHR?, NR°R®, SH o SR®. Alternativamente, L puede ser una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un
atomo de carbono sobre la cadena de alquileno con un atomo de oxigeno. La cadena de polleter es por ejemplo,
polietilenglicol. Si Y'es NH, O 0 S, un atomo unido a Y' en L' es carbono, un atomo unido a OR" en L' es carbono y
los atomos de OX|gen0 no son adyacentes entre si. Es decir, por eJempIo si Y es O, este atomo de OX|geno1y eI
atomo de oxigeno en L' no son adyacentes entre si, y el atomo de oxigeno en OR' y el atomo de oxigeno en L
son adyacentes entre si.

En la férmula (1), L? es una cadena de alquileno compuesta por m atomos. El (Los) atomo(s) de hidrogeno sobre
atomo(s) de carbono del alquileno puede(n) o puede(n) no estar sustituido(s), por ejemplo, con OR, OR®, NHz, NHR®,
NR°RY SH o SR®. Alternativamente, L puede ser una cadena de polleter obtenida sustituyendo al menos un atomo
de carbono sobre la cadena de alcguneno con un atomo de oxigeno. Si Y? es NH, O 0 S, un atomo unido a Y? en L2
es carbono, un atomo unldo a OR® en L? es carbono y los atomos de OX|geno no son adyacentes entre si. Es decir,
por ejemplo, cuando Y? sea O, este atomo de OX|geno y el atomo de oxigeno en L2 no son adyacentes entre si, y el
atomo de oxigeno en OR? y el atomo de oxigeno en L2 no son adyacentes entre si.

nde L’ y mde L2 no estan particularmente limitados, y el limite inferior de cada uno de ellos puede ser, por ejemplo,
0 y el limite superior de los mismos no esta particularmente limitado. n y m pueden fijarse segin convenga
dependiendo de una longitud deseada, por ejemplo, de la regién de ligador (Lx). Por ejemplo, desde el punto de vista
del coste de fabricacion, rendimiento y similares, n y m son cada uno preferentemente 0 a 30, mas preferentemente
0 a 20, y todavia mas preferentemente 0 a 15. n y m puede ser iguales (n = m) o diferentes. n + m es, por ejemplo, 0
a 30, preferentemente 0 a 20, y mas preferentemente 0 a 15.

R? R® R° y R? son cada uno independientemente, por ejemplo, un sustituyente o un grupo protector. El sustituyente
y el grupo protector son, por ejemplo, los mismos que se han descrito anteriormente.

En la férmula (1), los atomos de hidrégeno pueden estar cada uno sustituidos independientemente, por ejemplo, con
un halégeno tal como CI, Br, F, o I.

Las regiones (Xc) y (X) estan cada una Ilgadas ala reglon de ligador (L ) por ejemplo, mediante -OR'- 0 -OR*. R'y
R? pueden o pueden no estar presentes. Si R y R? estan presentes, R' y R son cada uno |ndepend|entemente un
residuo de nucledtido o la estructura representada por la formula (1). Si R' ylo R? es el residuo de nucledtido, la
region de ligador (Lx) esta compuesta por el reS|duo de no nucledtido que tiene la estructura de formula n
excluyendo, por ejemplo, el residuo de nucledtido R' y/o R?, y el (los) residuo(s) de nucledtido(s). Si R' y/o R* es la
estructura representada por la férmula (1), la estructura de la region de ligador (Lx) es de forma que, por ejemplo, dos
o mas de los residuos de no nucleétido que tienen la estructura de formula (I) estén ligados entre si. EI nimero de
las estructuras de férmula (l) puede ser, por ejemplo, 1, 2, 3 0 4. Si la region de ligador (Lx) incluye una pluralidad de
estructuras, las estructuras de formula (1) pueden Ilgarse por ejemplo, tanto directamente como mediante los
residuo(s) de nucledtido(s). Por otra parte, si R' y R? no estan presentes, la region de ligador (Lx) estd compuesta,
por ejemplo, por el residuo de no nucleétido que tiene la estructura de formula (1) solo.

La combinacion de las regiones (Xc) y (X) con -OR'- y -OR? no esta particularmente limitada, y puede ser, por
ejemplo, cualquiera de las siguientes condiciones.

Condicion (1):

las regiones (Xc) y (X) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR? y -OR'-, respectivamente.
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Condicion (2):
las regiones (Xc) y (X) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR’- y -OR?-, respectivamente.
5 Ejemplos de la estructura de férmula (l) incluyen las estructuras de las siguientes formulas (I-1) a (I-9). En las

siguientes férmulas, n y m son los mismos que en la formula (1). En las siguientes formulas, g es un niumero entero
de 0 a 10.

s (I —2)

0 re e (1-1)
10
£ £,
/OHO N /OHH N
v LAvAn ¢
0 s e (1 —3) 0 o (1 =4)
0
&O/e%mﬁ &O/%%m\N ©
H
/O\e/y\/N o) o) N
e
%7‘ n - ([ —5) ‘?1?. HZY
0 - (1-8)
0 ' 0
r&oﬁm\u &O%H%
0 ¥ N ;K N
Y U
15 o s o (1T —7) O - - - (I —-8)

&O/Hm\w g

En las formulas (I-1) a (I-9), n, m y g no estan particularmente limitados, y son como se ha descrito anteriormente.
20 Ejemplos especificos son del siguiente modo: en la férmula (I-1), n = 8; en la férmula (I-2), n = 3; en la férmula (I-3),
n =4 u 8; enlaformula (I-4), n =7 u 8; en la formula (I-5), n =3 y m = 4; en la formula (I-6), n=8y m =4; en la
férmula (1-7), n =8 y m = 4; en la férmula (1-8), n =5y m = 4; y en la férmula (I-9), g = 1 y m = 4. La siguiente formula
(I-4a) muestra un ejemplo de férmula (I-4) (n = 8), y la siguiente férmula (I-8a) muestra un ejemplo de féormula (I-8) (n
=5,m=4).
25
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(@] sv - (1T—4a)

%—O(Hzc)s g
v+ (I —8a)

En la molécula de PNmc de la presente invencion, la regiéon (Xc) es complementaria a la regién (X). Asi, en la
molécula de PNmc de la presente invencion, una hebra doble puede formarse plegando hacia atras la region (Xc)
hacia la region (X) y autohibridando las regiones (Xc) y (X). La molécula de PNmc de la presente invenciéon puede
formar una hebra doble intramolecularmente como se ha descrito anteriormente. Asi, la estructura de la molécula de
PNmc es totalmente diferente de la estructura de un ARN bicatenario obtenido mediante hibridacion de dos ARN
monocatenarios separados, tal como, por ejemplo, ARNip convencionalmente usado en interferencia por ARN.

En el presente documento se desvela una molécula de PNmc en la que solo la regién (Xc) puede plegarse hacia
atras para formar una hebra doble con la region (X). En lo sucesivo, una molécula de PNmc tal, es decir, la molécula
de PNmc en la que la formacién de hebras dobles se produce en una localizacién, se denomina una “primera
molécula de PNmc. La molécula de PNmc segun la presente invencion es, sin embargo, una molécula de PNmc en
la que la formacién de hebras dobles se produce en dos localizaciones. Una molécula de PNmc tal se denomina una
“segunda molécula de PNmc”. Ejemplos de la primera y segunda moléculas de PNmc se facilitan mas adelante.
Debe observarse, sin embargo, que la presente invencion no se limita a estos ejemplos ilustrativos de la segunda
molécula de PNmc.

(1) Primera molécula de PNmc (no de invencion)

La primera molécula de PNmc es una molécula que incluye, por ejemplo, la region (X), la regién (Xc) y la region de
ligador (Lx).

La primera molécula de PNmc puede incluir la regién (Xc), la region de ligador (Lx) y la region (X) en este orden
desde el lado de 5' hasta el lado de 3', o puede incluir, por ejemplo, la regién (Xc), la regiéon de ligador (Lx) y la
region (X) en este orden desde el lado de 3' hasta el lado de 5'.

En la primera molécula de PNmc, la regién (Xc) es complementaria a la region (X). Solo es necesario que la region
(Xc) tenga una secuencia complementaria a la region entera o parte de la region (X). Preferentemente, la region (Xc)
incluye o esta compuesta por una secuencia complementaria a la regidon entera o parte de la region (X). La region
(Xc) puede ser perfectamente complementaria a la region entera o parte de la regién (X), o una o algunas bases en
la region (Xc) pueden ser, por ejemplo, no complementarias a la misma. Preferentemente, la regién (Xc) es
perfectamente complementaria a la misma. La expresion “una o algunas bases” significa, por ejemplo, 1 a 3 bases,
preferentemente 1 base o 2 bases.

En la primera molécula de PNmc, la secuencia inhibidora de la expresién se incluye en al menos una de las regiones
(Xc) y (X), como se ha descrito anteriormente. La primera molécula de PNmc puede incluir una secuencia inhibidora
de la expresion, o, por ejemplo, dos 0 mas secuencias inhibidoras de la expresion.

En el dltimo caso, la primera molécula de PNmc puede incluir, por ejemplo: dos o0 mas secuencias inhibidoras de la
expresion idénticas para el mismo gen diana; dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion diferentes para el
mismo gen diana; o dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion diferentes para diferentes genes diana. Si la
primera molécula de PNmc incluye dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion, las posiciones de las
secuencias inhibidoras de la expresion respectivas no estan particularmente limitadas, y pueden estar en una regién
o regiones diferentes seleccionadas de las regiones (X) y (Xc). Si la primera molécula de PNmc incluye dos o mas
secuencias inhibidoras de la expresion para diferentes genes diana, la primera molécula de PNmc pueden inhibir,
por ejemplo, las expresiones de dos 0 mas tipos de genes diana diferentes.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 528 285 T3

La FIG. 1 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de la primera molécula de PNmc. La FIG. 1A es una
vista esquematica que muestra el orden de las regiones respectivas en la molécula de PNmc, como un ejemplo
ilustrativo. La FIG. 1B es una vista esquematica que muestra el estado en el que una hebra doble se forma en la
molécula de PNmc. Como se muestra en la FIG. 1B, en la molécula de PNmc, una hebra doble se forma entre las
regiones (Xc) y (X), y la region Lx tiene una estructura de bucle que depende de su longitud. La vista esquematica
mostrada en la FIG. 1 ilustra inicamente el orden en el que las regiones respectivas estan ligadas y la relacion de
posicion de las regiones respectivas que forman la hebra doble, y no limitan, por ejemplo, las longitudes de las
regiones respectivas, la forma de la region de ligador (Lx), y similares.

En la primera molécula de PNmc, el niumero de bases en cada una de las regiones (X) y (Xc) no esta
particularmente limitado. Ejemplos de las longitudes de las regiones respectivas se facilitan mas adelante. En el
presente documento, “el nimero de bases” significa la “longitud”, por ejemplo, y también puede denominarse la
“longitud de bases”. El intervalo numérico con respecto al nimero de bases divulga todos los nimeros enteros
positivos que se encuentran dentro de ese intervalo. Por ejemplo, la descripcion “1 a 4 bases” divulgé todas de “1, 2,
3y 4 bases” (lo mismo se aplica en lo sucesivo).

La region (Xc) puede ser perfectamente complementaria, por ejemplo, a la regiéon entera de la regién (X). En este
caso, significa que, por ejemplo, la region (Xc) esta compuesta por una secuencia de bases complementaria a la
region entera que se extiende desde el extremo 5' hasta el extremo 3' de la region (X). En otras palabras, significa
que la region (Xc) tiene la misma longitud de bases que la region (X), y todas las bases en la regiéon (Xc) son
complementarias a todas las bases en la region (X).

Ademas, la region (Xc) puede ser perfectamente complementaria, por ejemplo, a parte de la regién (X). En este caso
significa que, por ejemplo, la region (Xc) esta compuesta por una secuencia de bases complementaria a la parte de
la region (X). En otras palabras, significa que la region (Xc) esta compuesta por una secuencia de bases cuya
longitud de bases es mas corta que la longitud de bases de la region (X) por una o mas bases, y todas las bases en
la region (Xc) son complementarias a todas las bases en la parte de la region (X). La parte de la region (X) es
preferentemente una region que tiene, por ejemplo, una secuencia de bases compuesta por bases sucesivas a partir
de la base en el extremo (la 12 base) sobre el lado de la region (Xc).

En la primera molécula de PNmc, la relacion entre el nimero de bases (X) en la regién (X) y el nimero de bases
(Xc) en la region (Xc) satisfacen, por ejemplo, la condicion (3) o (5). En el primer caso, especificamente, se satisface,
por ejemplo, la siguiente condicion (11).

X>Xc ...(3)

X -Xc=1a10, preferentemente 1,2 0 3,
mas preferentemente 1 0 2 ..(11)
X=Xc ...(5)

Si la region (X) y/o la regién (Xc) incluye la secuencia inhibidora de la expresion, la region interna (Z) puede ser una
region compuesta por la secuencia inhibidora de la expresion solo o una region que incluye, por ejemplo, la
secuencia inhibidora de la expresion. El nimero de bases en la secuencia inhibidora de la expresion es, por ejemplo,
19 a 30, preferentemente 19, 20 o 21. En la(s) region (regiones) que incluye(n), por ejemplo, la secuencia inhibidora
de la expresion, la secuencia inhibidora de la expresion puede tener adicionalmente una secuencia adicional en su
lado 5' y/o lado 3'. El nUmero de bases en la secuencia adicional es, por ejemplo, 1 a 31, preferentemente 1 a 21,y
mas preferentemente 1 a 11.

El nimero de bases en la region (X) no esta particularmente limitado. Si la region (X) incluye la secuencia inhibidora
de la expresion, el limite inferior del nimero de bases en la regién (X) es, por ejemplo, 19, y el limite superior de la
misma es, por ejemplo, 50, preferentemente 30, y mas preferentemente 25. Especificamente, el numero de bases en
la region (X) es, por ejemplo, 19 a 50, preferentemente 19 a 30, y mas preferentemente 19 a 25.

El numero de bases en la region (Xc) no esta particularmente limitado. El limite inferior del nimero de bases en la
region (Xc) es, por ejemplo, 19, preferentemente 20, y mas preferentemente 21, y el limite superior de la misma es,
por ejemplo, 50, mas preferentemente 40, y todavia mas preferentemente 30.

En la molécula de PNmc, la longitud de la region de ligador (Lx) no esta particularmente limitada. La longitud de la
region de ligador (Lx) es preferentemente de forma que, por ejemplo, las regiones (X) y (Xc) puedan formar una
hebra doble. Si la region de ligador (Lx) incluyen el (los) residuo(s) de nucledétido(s), ademas de los residuo(s) de no
nucleétido(s), el limite inferior del niUmero de bases en la region de ligador (Lx) es, por ejemplo, 1, preferentemente
2, y mas preferentemente 3, y el limite superior del mismo es, por ejemplo, 100, preferentemente 80, y mas
preferentemente 50.
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La longitud completa de la primera molécula de PNmc no esta particularmente limitada. En la primera molécula de
PNmc, el limite inferior del numero total de bases (el nimero de bases en la molécula de PNmc de longitud
completa) es, por ejemplo, 38, preferentemente 42, mas preferentemente 50, todavia mas preferentemente 51, y
particularmente preferentemente 52, y el limite superior de la misma es, por ejemplo, 300, preferentemente 200, mas
preferentemente 150, todavia mas preferentemente 100, y particularmente preferentemente 80. En la primera
molécula de PNmc, el limite inferior del numero total de bases excluyendo aquellas en la region de ligador (Lx) es,
por ejemplo, 38, preferentemente 42, mas preferentemente 50, todavia mas preferentemente 51, y particularmente
preferentemente 52, y el limite superior de la misma es, por ejemplo, 300, preferentemente 200, mas
preferentemente 150, todavia mas preferentemente 100, y particularmente preferentemente 80.

(2) Segunda molécula de PNmc (invencion)

La segunda molécula de PNmc es una molécula que incluye adicionalmente una regioén (Y) y una region (Yc) que es
complementaria a la region (Y), ademas de, por ejemplo, la region (X), la regién de ligador (Lx) y la region (Xc). En la
segunda molécula de PNmc, una region interna (Z) esta compuesta por la region (X) y la region (Y) que estan
ligadas entre si. La descripcion con respecto a la primera molécula de PNmc también se aplica a la segunda
molécula de PNmc, a menos que se establezca de otro modo. Hay una region de ligador (Ly) entre las regiones (Y) y
(Yc).

La segunda molécula de PNmc puede incluir, por ejemplo, la regién (Xc), la region de ligador (Lx), la regién (X), la
region (Y) y la region (Yc) en este orden desde el lado 5' hasta el lado 3'. En este caso, la region (Xc) también se
denomina “region del lado 5' (Xc)”; la region (X) en la region (Z) también denomina “regién del lado 5' interna (X)”; la
region (Y) en la region interna (Z) también denomina “region de 3' interna (Y)”; y la region (Yc) también se denomina
“region del lado 3' (Yc)”. Alternativamente, la segunda molécula de PNmc puede incluir, por ejemplo, la regién (Xc),
la region de ligador (Lx), la region (X), la region (Y) y la region (Yc) en este orden desde el lado 3' hasta el lado 5'. En
este caso, la region (Xc) también se denomina “region del lado 3' (Xc)”; la region (X) en la region interna (Z) también
denomina “region del lado 3' interna (X)”; la region (Y) en la region interna (Z) también denomina “region de 5' interna
(Y)’; y la region (Yc) también se denomina “region del lado 5' (Yc)".

Como se ha descrito anteriormente, la region interna (Z) esta compuesta, por ejemplo, por las regiones (X) y (Y) que
estan ligadas entre si. Las regiones (X) y (Y) estan ligadas directamente entre si, por ejemplo, sin secuencia
interviniente entre ellas. La region interna (Z) se define como que esta “compuesta por las regiones (X) y (Y) que
estan ligadas entre si” Unicamente para indicar el contexto de secuencias entre la region del lado 5' (Xc) y la regién
del lado 3' (Yc). La region inhibidora de la expresion puede estar dispuesta de manera que se extienda a través de
las regiones (X) y (Y) en la regién interna (Z).

En la segunda molécula de PNmc, la regién (Xc) es complementaria a la region (X). Solo es necesario que la region
(Xc) tenga una secuencia complementaria a la region entera o parte de la region (X). Preferentemente, la region (Xc)
incluye o esta compuesta por una secuencia complementaria a la regidon entera o parte de la region (X). La region
(Xc) puede ser perfectamente complementaria a la region entera o parte de la regién (X), o una o algunas bases en
la region (Xc) pueden ser, por ejemplo, no complementarias a la misma. Preferentemente, la regién (Xc) es
perfectamente complementaria a la misma. La expresion “una o algunas bases” significa, por ejemplo, 1 a 3 bases,
preferentemente 1 base o 2 bases.

En la segunda molécula de PNmc, la regién (Yc) es complementaria a la region (Y). Solo es necesario que la region
(Yc) tenga una secuencia complementaria a la region entera o parte de la region (Y). Preferentemente, la region (Yc)
incluye o esta compuesta por una secuencia complementaria a la regidon entera o parte de la region (Y). La region
(Yc) puede ser perfectamente complementaria a la region entera o parte de la regién (Y), o una o algunas bases en
la regién (Yc) puede ser, por ejemplo, no complementarias a la misma. Preferentemente, la region (Yc) es
perfectamente complementaria a la misma. La expresion “una o algunas bases” significa, por ejemplo, 1 a 3 bases,
preferentemente 1 base o 2 bases.

En la segunda molécula de PNmc, la region interna (Z), que esta compuesta de las regiones (X) y (Y), incluye la
secuencia inhibidora de la expresion. Cualquiera de las regiones (X) y (Y) puede incluir la secuencia inhibidora de la
expresion, o la secuencia inhibidora de la expresién puede estar incluida de manera que se extienda a través de, por
ejemplo, las regiones (X) y (Y). La segunda molécula de PNmc puede incluir, por ejemplo, una secuencia inhibidora
de la expresion, o dos o0 mas secuencias inhibidoras de la expresion.

Cuando la segunda molécula de PNmc incluye dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion, las posiciones de
las secuencias inhibidoras de la expresion respectivas no estan particularmente limitadas. Pueden estar en una
cualquiera de la region interna (Z) y la region (Xc), o pueden estar en la regién interna (Z) y cualquier otra region
distinta de la region (Xc).

La segunda molécula de PNmc esta configurada de manera que tenga una region de ligador (Ly) entre las regiones
(Yc) y (Y), y las regiones (Yc) y (Y) estan ligadas mediante la region de ligador (Ly).

11
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Cuando la segunda molécula de PNmc tienen la region de ligador (Ly), la regién de ligador (Ly) puede ser un ligador
compuesto del (de los) residuo(s) de nucledtidos, o un ligador que tiene una estructura de no nucleétido que
contiene al menos una de un esqueleto de pirrolidina y un esqueleto de piperidina. El esqueleto de pirrolidina puede
ser el esqueleto de un derivado de pirrolidina obtenido mediante la sustitucion de al menos un carbono que
constituye, por ejemplo, el anillo de pirrolidina de 5 miembros. En el caso de la sustitucion, es preferible sustituir, por
ejemplo, el (los) carbono(s) distintos de C-2. El carbono puede estar sustituido, por ejemplo, con nitrégeno, oxigeno
o azufre. El esqueleto de pirrolidina puede contener, por ejemplo, un doble enlace carbono-carbono o un doble
enlace carbono-nitrdgeno en, por ejemplo, el anillo de pirrolidina de 5 miembros. En el esqueleto de pirrolidina, los
carbonos y el nitrégeno que constituyen el anillo de pirrolidina de 5 miembros pueden tener cada uno hidrégeno
unido al mismo, o, por ejemplo, un sustituyente que va a describirse mas adelante unido al mismo.

La regién de ligador (Ly) puede ligarse a las regiones (Y) y (Yc) mediante, por ejemplo, cualquier grupo en el
esqueleto de pirrolidina, preferentemente cualquier atomo de carbono o nitrégeno en el anillo de 5 miembros, y mas
preferentemente el carbono en la posicion 2 (C-2) o nitrégeno en el anillo de 5 miembros. Ejemplos del esqueleto de
pirrolidina incluyen esqueletos de prolina y esqueletos de prolinol. Los esqueletos de prolina, los esqueletos de
prolinol, y similares, son excelentes en seguridad debido a que son sustancias presentes en, por ejemplo,
organismos vivos y reductores de los mismos.

El esqueleto de piperidina puede ser el esqueleto de un derivado de piperidina obtenido mediante la sustitucién de al
menos un carbono que constituye, por ejemplo, el anillo de piperidina de 6 miembros. En el caso de la sustitucion, es
preferible sustituir, por ejemplo, el (los) carbono(s) distintos de C-2. El carbono puede estar sustituido, por ejemplo,
con nitrégeno, oxigeno o azufre. El esqueleto de piperidina puede contener, por ejemplo, un doble enlace carbono-
carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno en, por ejemplo, el anillo de piperidina de 6 miembros. En el esqueleto
de piperidina, los carbonos y el nitrdgeno que constituyen el anillo de piperidina de 6 miembros pueden tener cada
uno hidrégeno unido al mismo, o, por ejemplo, un sustituyente que va a describirse mas adelante unido al mismo.

La regién de ligador (Ly) puede ligarse a las regiones (Y) y (Yc) mediante, por ejemplo, cualquier grupo en el
esqueleto de piperidina, preferentemente cualquier atomo de carbono o nitrégeno en el anillo de 6 miembros, y mas
preferentemente el carbono en la posicion 2 (C-2) o nitrégeno en el anillo de 6 miembros.

La region de ligador (Ly) puede representarse por la férmula (1), por ejemplo, y todas las descripciones referentes a
la féormula (1) establecidas anteriormente a propésito de la region de ligador (Lx) también se aplican a la region de
ligador (Ly).

Las regiones (Yc) y (Y) estan cada una ligadas a la regién de ligador (Ly) mediante, por ejemplo, -OR'- 0 -OR?. En

la region de ligador (Ly), R’ y R? pueden o pueden no estar presentes, como en la region de ligador (Lx)
anteriormente descrita.

La combinacion de las regiones (Xc) y (X) con -OR'- y -OR%, y la combinacion de las regiones (Yc) y (Y) con -OR’-y
-OR%, no estan particularmente limitadas, y pueden ser, por ejemplo, cualquiera de las siguientes condiciones.

Condicion (1):

las regiones (Xc) y (X) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR? y -OR'-, respectivamente;

Iyas regiones (Yc) y (Y) estan ligadas a la estructura de formula (1) mediante -OR’- y -OR?-, respectivamente.
Condicion (2):

las regiones (Xc) y (X) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR? y -OR'-, respectivamente;

Iyas regiones (Yc) y (Y) estan ligadas a la estructura de formula (1) mediante -OR? y -OR'-, respectivamente.
Condicion (3):

las regiones (Xc) y (X) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR’- y -OR?-, respectivamente;

Iyas regiones (Yc) y (Y) estan ligadas a la estructura de formula (1) mediante -OR’- y -OR?-, respectivamente.
Condicion (4):

las regiones (Xc) y (X) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR’- y -OR?-, respectivamente;

las regiones (Yc) y (Y) estan ligadas a la estructura de férmula (1) mediante -OR? y -OR'-, respectivamente.
La FIG. 2 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de la segunda molécula de PNmc que tiene la region
de ligador (Ly). La FIG. 2A es una vista esquematica que muestra el orden de las regiones respectivas desde el lado
5' hasta el lado 3' en la molécula de PNmc, como un ejemplo ilustrativo. La FIG. 2B es una vista esquematica que

muestra el estado en el que hebras dobles se forman en la molécula de PNmc. Como se muestra en la FIG. 2B, en
la molécula de PNmc, hebras dobles se forman entre las regiones (Xc) y (X) y entre las regiones (Y) y (Yc) y la
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region Lx y la region Ly tienen cada una una estructura de bucle dependiendo de sus longitudes. La vista
esquematica mostrada en la FIG. 2 ilustra unicamente el orden en el que las regiones respectivas estan ligadas y la
relacion de posicion de las regiones respectivas que forman la hebra doble, y no limitan, por ejemplo, las longitudes
de las regiones respectivas, la forma de la region de ligador, y similares. Ademas, aunque la region (Xc) esté sobre
el lado 5' en la FIG. 2, la posicion de la region (Xc) no se limita a ésta, y la region (Xc) puede estar sobre el lado 3'.

En la segunda molécula de PNmc, el nimero de bases en cada una de las regiones (Xc), (X), (Y) y (Yc) no esta
particularmente limitado. Ejemplos de las longitudes de las regiones respectivas se facilitan mas adelante. Debe
observarse, sin embargo, que la presente invencion no se limita en absoluto a esto.

Como se ha descrito anteriormente, la region (Xc) puede ser complementaria, por ejemplo, a la regiéon entera de la
region (X). En este caso es preferible que, por ejemplo, la regién (Xc) tenga la misma longitud de bases que la region
(X), y esté compuesta por una secuencia de bases complementaria a la regién entera de la region (X). Es mas
preferible, por ejemplo, que la regién (Xc) tenga la misma longitud de bases que la region (X), y todas las bases en la
region (Xc) sean complementarias a todas las bases en la region (X), es decir, la region (Xc) sea perfectamente
complementaria a la region (X). Debe observarse, sin embargo, que la configuracion de la region (Xc) no se limita a
ésta, y, por ejemplo, una o algunas bases en la region (Xc) pueden ser no complementarias a las bases
correspondientes en la region (X), como se ha descrito anteriormente.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, la region (Xc) puede ser complementaria, por ejemplo, a parte de la
region (X). En este caso es preferible que, por ejemplo, la region (Xc) tenga la misma longitud de bases que la parte
de la region (X), es decir, la region (Xc) esté compuesta por una secuencia de bases cuya longitud de bases es mas
corta que la longitud de bases de la regidon (X) por una o mas bases. Es mas preferible, por ejemplo, que la region
(Xc) tenga la misma longitud de bases que la parte de la regiéon (X) y todas las bases en la region (Xc) sean
complementarias a todas las bases en la parte de la region (X), es decir, la region (Xc) sea perfectamente
complementaria a la parte de la region (X). La parte de la regién (X) es preferentemente, por ejemplo, una region que
tiene una secuencia de bases compuesta por bases sucesivas a partir de la base en el extremo (la 12 base) sobre el
lado de la regién (Xc) en la region (X).

Como se ha descrito anteriormente, la region (Yc) puede ser, por ejemplo, complementaria a la regiéon entera de la
region (Y). En este caso es preferible que, por ejemplo, la regién (Yc) tenga la misma longitud de bases que la region
(Y), y esté compuesta por una secuencia de bases complementaria a la regién entera de la region (Y). Es mas
preferible, por ejemplo, que la regién (Yc) tenga la misma longitud de bases que la region (Y), y todas las bases en la
region (Yc) sean complementarias a todas las bases en la region (Y), es decir, la region (Yc) sea perfectamente
complementaria a la region (Y). Debe observarse, sin embargo, que la configuracion de la region (Yc) no se limita a
ésta, y, por ejemplo, una o algunas bases en la region (Yc) pueden ser no complementarias a las bases
correspondientes en la region (Y), como se ha descrito anteriormente.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, la region (Yc) puede ser, por ejemplo, complementaria a parte de la
region (Y). En este caso es preferible que, por ejemplo, la region (Yc) tenga la misma longitud de bases que la parte
de la region (Y), es decir, la region (Yc) esté compuesta por una secuencia de bases cuya longitud de bases sea
mas corta que la longitud de bases de la regién (Y) por una o mas bases. Es mas preferible, por ejemplo, que la
region (Yc) tenga la misma longitud de bases que la parte de la region (Y) y todas las bases en la regién (Yc) sean
complementarias a todas las bases en la parte de la region (Y), es decir, la region (Yc) sea perfectamente
complementaria a la parte de la region (Y). La parte de la regién (Y) es preferentemente, por ejemplo, una region que
tiene una secuencia de bases compuesta por bases sucesivas a partir de la base en el extremo (la 12 base) sobre el
lado de la regién (Yc) en la region (Y).

En la segunda molécula de PNmc, la relacién del numero de bases (Z) en la region interna (Z) con el nimero de
bases (X) en la region (X) y el numero de bases (Y) en la region (Y), y la relacion del nimero de bases (Z) en la

region interna (Z) con el numero de bases (X) en la region (X) y el numero de bases (Xc) en la regiéon (Xc) satisfacen,
por ejemplo, las condiciones de las expresiones (1) y (2).

Z=X+Y o (1)

7>Xc+Ye .. (9

En la segunda molécula de PNmc, la relacion de longitud entre el nimero de bases (X) en la region (X) y el nimero
de bases (Y) en la region (Y) no esta particularmente limitada, y satisfacen, por ejemplo, cualquiera de las
condiciones de las siguiente expresiones.

X=Y . (19)

X<Y ... (20)
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X>Y .. (21)

En la segunda molécula de PNmc, la relacion entre el nimero de bases (X) en la region (X) y el nimero de bases
(Xc) en la regién (Xc), y la relacion entre el nimero de bases (Y) en la regién (Y) y el numero de bases (Yc) en la

region (Yc) satisfacen, por ejemplo, cualquiera de las siguientes condiciones (a) a (d).

(a) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (3) y (4).

X>Xc o (3
Y=Ye ..
(b) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (5) y (6).
X=X¢ ... ()
Y>Ye ..(6)
(c) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (7) y (8).
X>Xc .. (D
Y>Ye .08

(d) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (9) y (10).

X=Xc ... (9

Y = Ye .. (10)

En las condiciones (a) a (d) anteriormente descritas, la diferencia entre el nimero de bases (X) en la region (X) y el
numero de bases (Xc) en la region (Xc), y la diferencia entre el nimero de bases (Y) en la regién (Y) y el nimero de
bases (Yc) en la region (Yc) satisfacen preferentemente, por ejemplo, las siguientes condiciones (a) a (d).
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(a) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (11) y (12).

X -Xc =1a10, preferentemente 1, 2, 3 0 4,
y mas preferentemente 1,2 0 3

Y-Yc=0

(b) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (13) y (14).

X-Xc=0
Y -Yc =1a 10, preferentemente 1, 2, 3 0 4,

y mas preferentemente 1,2 0 3

(c) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (15) y (16).

X -Xc=1a10, preferentemente 1, 2 0 3,
y mas preferentemente 1 o0 2
Y -Yc =1a 10, preferentemente 1, 2 0 3,

y mas preferentemente 1 o0 2
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(d) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (17) y (18).

X-Xe=0 .. (17)

Y-Ye=0 .. (18)

Con respecto a las segundas moléculas de PNmc que satisfacen las condiciones (a) a (d), ejemplos de sus
estructuras se muestran respectivamente en las vistas esquematicas de la FIG. 3. La FIG. 3 muestra la moléculas de
PNmc que incluyen las regiones de ligador (Lx) y (Ly). La FIG. 3A muestra un ejemplo de la molécula de PNmc que
satisface la condicion (a); la FIG. 3B muestra un ejemplo de la molécula de PNmc que satisface la condicion (b); la
FIG. 3C muestra un ejemplo de la molécula de PNmc que satisface la condicion (c); y la FIG. 3D muestra un ejemplo
de la molécula de PNmc que satisface la condicion (d). En la FIG. 3, lineas de puntos indican un estado en el que se
forman hebras dobles por autohibridacion. Las moléculas de PNmc mostradas en la FIG. 3 se refieren todas a
ejemplos en los que la relacion entre el nimero de bases (X) en la region (X) y el nimero de bases (Y) en la region
(Y) satisfacen “X <Y” de la expresion (20). Debe observarse, sin embargo, que la relacién no se limita a esto, y
puede satisfacerse “X = Y” de la expresion (19) o “X > Y” de la expresion (21). La vista esquematica mostrada en la
FIG. 3 ilustra Unicamente la relacion entre las regiones (X) y (Xc) y la relacion entre las regiones (Y) y (Yc), y no
limitan la longitud, la forma y similares de cada region, y la presencia o ausencia de, por ejemplo, la regién de ligador

(Ly).

Cada una de las moléculas de PNmc que satisface las condiciones (a) a (c) esta configurada de manera que, por
ejemplo, si se forman hebras dobles por las regiones (Xc) y (X) y por las regiones (Yc) y (Y), respectivamente, la
region interna (Z) incluye al menos una base que no puede alinearse con ninguna de las regiones (Xc) y (Yc). En la
region interna (Z), la base que no esta alineada (una base que no forma la hebra doble) también se denomina en lo
sucesivo “base desapareada”. En la FIG. 3, una region compuesta por la(s) base(s) desapareada(s) se muestra
como “F”. El nimero de bases en la region (F) no esta particularmente limitado. EI nimero de bases (F) en la regién
(F) es del siguiente modo, por ejemplo: “Xc - X" en el caso de la molécula de PNmc que satisface la condicion (a); “Y
-Yc” en el caso de la molécula de PNmc que satisface la condicion (b); y el total de “Xc - X" y “Y - Yc” en el caso de
la molécula de PNmc que satisface la condicion (c).

Por otra parte, la molécula de PNmc que satisface la condicion (d) esta configurada de manera que, por ejemplo, la
region entera de la region interna (Z) esté alineada con las regiones (Xc) y (Yc), en otras palabras, la region entera
de la region interna (Z) forma una hebra doble. En la molécula de PNmc que satisface la condicién (d), el extremo 5'
de la regioén (Xc) y el extremo 3' de la regién (Yc) no estan ligados entre si.

El nimero total de bases en la region (Xc), bases en la region (Yc) y bases desapareadas (F) en la region interna (Z)
es igual al numero de bases en la region interna (Z). Asi, la longitud de la region (Xc) y la longitud de la region (Yc)
pueden determinarse segun convenga dependiendo, por ejemplo, de la longitud de la regién interna (Z), el nimero
de bases desapareadas y las posiciones de las bases desapareadas.

El nimero de bases en la region interna (Z) es, por ejemplo, 19 o mas. El limite inferior del nimero de bases es, por
ejemplo, 19, preferentemente 20, y mas preferentemente 21. El limite superior del nimero de bases es, por ejemplo,
50, preferentemente 40, y mas preferentemente 30. Un ejemplo especifico del nimero de bases en la region interna
(Z2) es 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30. Si la regidon interna (Z) incluye la secuencia inhibidora de la
expresion, la condicién anterior es, por ejemplo, preferible.

La region interna (Z) puede ser una region compuesta de la secuencia inhibidora de la expresion solo o una region
que incluye, por ejemplo, la secuencia inhibidora de la expresién. El nimero de bases en la secuencia inhibidora de
la expresion es, por ejemplo, 19 a 30, preferentemente 19, 20 o 21. La secuencia inhibidora de la expresiéon puede
tener ademas una secuencia adicional sobre su lado 5' y/o lado 3'. El nimero de bases en la secuencia adicional es,
por ejemplo, 1 a 31, preferentemente 1 a 21, mas preferentemente 1 a 11, y todavia mas preferentemente 1 a 7.

El numero de bases en la regién (Xc) es, por ejemplo, 1 a 29, preferentemente 1 a 11, mas preferentemente 1 a 7,
todavia mas preferentemente 1 a 4, y particularmente preferentemente 1, 2 o 3. Un ejemplo especifico es del
siguiente modo: si el nimero de bases en la region interna (Z) es 19 a 30 (por ejemplo, 19), el nimero de bases en
la region (Xc) es, por ejemplo, 1 a 11, preferentemente 1 a 7, mas preferentemente 1 a 4, y todavia mas
preferentemente 1, 2 0 3.

El numero de bases en la regién (Yc) es, por ejemplo, 1 a 29, preferentemente 1 a 11, mas preferentemente 1 a 7,
todavia mas preferentemente 1 a 4, y particularmente preferentemente 1, 2 o 3. Un ejemplo especifico es del
siguiente modo: si el nimero de bases en la region interna (Z) es 19 a 30 (por ejemplo, 19), el nimero de bases en
la region (Yc) es, por ejemplo, 1 a 11, preferentemente 1 a 7, 20 mas preferentemente 1, 2, 3 o0 4, y todavia mas
preferentemente 1, 2 0 3.
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Como se ha descrito anteriormente, la relacion entre el nimero de bases en la region interna (Z), el numero de
bases en la regién (Xc) y el numero de bases en la region (Yc) puede expresarse, por ejemplo, por la expresion (2):
“Z 2 Xc + Yc'. Especificamente, el nimero de bases representado por “Xc + Yc” es igual al nimero de bases en la
region interna (Z), o, por ejemplo, inferior al nimero de bases en la region interna (Z). En el ultimo caso, “Z - (Xc +
Yc)” es, por ejemplo, 1 a 10, preferentemente 1 a 4, y mas preferentemente 1, 2 0 3. “Z - (Xc + Yc)” se corresponde,
por ejemplo, con el numero de bases (F) en la region de bases desapareadas (F) en la region interna (Z).

En la segunda molécula de PNmc, las longitudes de las regiones de ligador (Lx) y (Ly) no estan particularmente
limitadas. La region de ligador (Lx) es como se ha descrito anteriormente. Si los componentes (bloques
constructivos) de la region de ligador (Ly) incluyen una base(s), el limite inferior del nimero de bases en la regiéon de
ligador (Ly) es, por ejemplo, 1, preferentemente 2, y mas preferentemente 3, y el limite superior de la misma es, por
ejemplo, 100, preferentemente 80, y mas preferentemente 50. El nimero de bases en cada una de las regiones de
ligador es especificamente, por ejemplo, 1 a 50, 1 a 30, 1a 20,1a 10,1 a7, o1 a4, pero no se limita a estos
ejemplos ilustrativos.

La region de ligador (Lx) puede ser, por ejemplo, la misma o diferente de la region de ligador (Ly).

La longitud completa de la segunda molécula de PNmc no esta particularmente limitada. En la segunda molécula de
PNmc, el limite inferior del numero total de bases (el nimero de bases en la molécula de PNmc de longitud
completa) es, por ejemplo, 38, preferentemente 42, mas preferentemente 50, todavia mas preferentemente 51, y
particularmente preferentemente 52, y el limite superior de la misma es, por ejemplo, 300, preferentemente 200, mas
preferentemente 150, todavia mas preferentemente 100, y particularmente preferentemente 80. En la segunda
molécula de PNmc, el limite inferior del nimero total de bases excluyendo aquellas en las regiones de ligador (Lx) y
(Ly) es, por ejemplo, 38, preferentemente 42, mas preferentemente 50, todavia mas preferentemente 51, y
particularmente preferentemente 52, y el limite superior de la misma es, por ejemplo, 300, preferentemente 200, mas
preferentemente 150, todavia mas preferentemente 100, y particularmente preferentemente 80.

En la molécula de PNmc de la presente invencion, solo es necesario que la region de ligador (Lx) tenga la estructura
de no nucledtido como se ha descrito anteriormente, y otros componentes no estan particularmente limitados. Sin
embargo, los residuos de nucledtidos son residuos de ribonucleétidos. El residuo de nucledtido puede ser, por
ejemplo, el que no esta modificado (residuo de nucleétido sin modificar) o el que ha sido modificado (residuo de
nucledtido modificado). Configurando la molécula de PNmc de la presente invencién de manera que, por ejemplo,
incluya un residuo de nucledtido modificado puede mejorarse la resistencia de la molécula de PNmc a nucleasa,
permitiendo asi que se mejore la estabilidad de la molécula de PNmc. Ademas, la molécula de PNmc de la presente
invencion puede incluir adicionalmente, por ejemplo, un residuo de no nucleétido, ademas del residuo de nucledtido.

El residuo de nucledtido es preferible como componente de cada una de las regiones (Xc), (X), (Y) y (Yc). Cada una
de las regiones esta compuesta, por ejemplo, por cualquiera de los siguientes residuos (1) a (3).

(1) un residuo(s) de nucledtido(s) sin modificar
(2) un residuo(s) de nucledtido(s) modificado(s)
(3) un residuo(s) de nucledtido(s) sin modificar y un residuo(s) de nucleotido(s) modificado(s)

Los componentes de la region de ligador (Ly) no estan particularmente limitados, y ejemplos de los mismos incluyen
los residuos de nucleétidos y los residuos de no nucleétidos, como se ha descrito anteriormente. Cada una de las
regiones de ligador puede estar compuesta del (de los) residuo(s) de nucledtido(s) solo, el (los) residuo(s) de no
nucledtido(s) solo, o tanto el (los) residuo(s) de nucledtido(s) como el (los) residuo(s) de no nucledtido(s). Cada una
de las regiones de ligador esta compuesta, por ejemplo, por cualquiera de las siguientes residuos (1) a (7).

(1) un residuo(s) de nucledtido(s) no modificado(s)

(2) un residuo(s) de nucledtido(s) modificado(s)

(3) un residuo(s) de nucledtido(s) no modificado(s) y un residuo(s) de nucleétido(s) modificado(s)

(4) un residuo(s) de no nucleotido(s)

(5) un residuo(s) de no nucleotido(s) y un residuo(s) de nucleétido(s) no modificado(s)

(6) un residuo(s) de no nucleétido(s) y un residuo(s) de nucleotido(s) modificado(s)

(7) un residuo(s) de no nucledtido(s), un residuo(s) de nucleétido(s) no modificado(s) y un residuo(s) de
nucleétido(s) modificado(s)

La molécula de PNmc de la presente invencion puede ser, por ejemplo: una molécula compuesta por los residuos de
nucledtidos solos, excepto su regidon de ligador (Lx); una molécula que incluye el (los) residuo(s) de no nucleétido,
ademas de los residuos de nucleoétidos; o similares. En la molécula de PNmc de la presente invencion, los residuos
de nucledtidos pueden ser, por ejemplo, los residuos de nucleétidos sin modificar solos; los residuos de nucleétidos
modificados solos; o tanto el (los) residuo(s) de nucleétido(s) sin modificar como el (los) residuo(s) de nucleétido(s)
modificado(s), como se ha descrito anteriormente. Si la molécula de PNmc incluye tanto el (los) residuo(s) de
nucledtido(s) sin modificar como el (los) residuo(s) de nucleétido(s) modificado(s), el ndmero de residuo(s) de
nucledtido(s) modificado(s) no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, “uno o mas”, especificamente, por
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ejemplo, 1 a 5, preferentemente 1 a 4, mas preferentemente 1 a 3, y lo mas preferentemente 1 o 2. Si la molécula de
PNmc de la presente invencién incluyen el (los) residuo(s) de no nucleétido, el nimero de residuo(s) de no
nucledtido no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, “uno o mas”, especificamente, por ejemplo, 1 o 2.

En la molécula de PNmc de la presente invencion, el residuo de nucleétido es preferentemente, por ejemplo, un
residuo de ribonucleétido. En este caso, la molécula de PNmc de la presente invencion también se denomina, por
ejemplo, “molécula de ARN” o “molécula de ARNmc”. La molécula de ARNmc puede ser, por ejemplo: una molécula
compuesta por los residuos de ribonucleétidos solos, excepto su region de ligador (Lx); una molécula que incluye el
(los) residuo(s) de no nucleétido, ademas de los residuos de ribonucleétidos; o similares. Como se ha descrito
anteriormente, como los residuos de ribonucleétidos, la molécula de ARNmc puede incluir, por ejemplo: los residuos
de ribonucleétidos sin modificar solos; residuos de ribonucleétidos modificados solos; o tanto el (los) residuo(s) de
ribonucledtido(s) sin modificar como el (los) residuo(s) de ribonucleétido(s) modificado(s).

Si la molécula de ARNmc incluye el (los) residuo(s) de ribonucleétido(s) modificado(s), ademas del (de los)
residuo(s) de ribonucledtido(s) sin modificar, por ejemplo, el nimero del (de los) residuo(s) de ribonucleétido(s)
modificado(s) no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, “uno 0 mas”, especificamente, por ejemplo, 1 a 5,
preferentemente 1 a 4, mas preferentemente 1 a 3, y lo mas preferentemente 1 o 2. Ejemplos del residuo de
ribonucledtido modificado a diferencia del residuo de ribonucledtido sin modificar incluyen el residuo de
desoxirribonucleétido obtenido sustituyendo un residuo de ribosa con un residuo de desoxirribosa. Si la molécula de
ARNmc incluye el (los) residuos(s) de desoxirribonucledtido(s), ademas del (de los) residuos(s) de
desoxirribonucleétido(s) sin modificar, por ejemplo, el numero de residuos(s) de desoxirribonucleétido(s) no esta
particularmente limitado, y es, por ejemplo, “uno o mas”, especificamente, por ejemplo, 1 a 5, preferentemente 1 a 4,
mas preferentemente 1 a 3, y lo mas preferentemente 1 o 2.

La molécula de PNmc de la presente invenciéon puede incluir una sustancia de marcado (marcador), y puede
marcarse, por ejemplo, con la sustancia de marcado. La sustancia de marcado no esta particularmente limitada, y
puede ser, por ejemplo, una sustancia fluorescente, un colorante, un is6topo o similares. Ejemplos de la sustancia
fluorescente incluyen: fluoréforos tales como pireno, TAMRA, fluoresceina, un colorante Cy3 y un colorante Cy5.
Ejemplos del colorante incluyen colorantes Alexa tales como Alexa 488. Ejemplos de isétopo incluyen is6topos
estables y radiois6topos. Entre ellos se prefieren los is6topos estables. Los is6topos estables tienen un bajo riesgo
de exposicion a radiacién y no requieren, por ejemplo, instalaciones dedicadas. Asi, los isétopos estables son
excelentes en manipulabilidad y pueden contribuir a una reduccion del coste. Ademas, un is6topo estable no cambia,
por ejemplo, las propiedades fisicas de un compuesto marcado con el mismo, y asi tiene una excelente propiedad
como trazador. El isétopo estable no esta particularmente limitado, y ejemplos de los mismos incluyen 2H,1SC, 15N,
170’ 180’ 333’ 34g y 36g.

En la molécula de PNmc de la presente invenciéon, como se ha descrito anteriormente, es preferible introducir la
sustancia de marcado en la estructura de no nucleétido, mas preferentemente, por ejemplo, al (a los) residuo(s) de
no nucleotido en la regiéon de ligador (Lx). La introduccion de la sustancia de marcado, por ejemplo, al (a los)
residuo(s) de no nucleétido puede llevarse a cabo faciimente y a bajo coste.

Como se ha descrito anteriormente, la molécula de PNmc de la presente invencién puede inhibir la expresién de un
gen diana. Asi, la molécula de PNmc de la presente invencion puede usarse, por ejemplo, como agente terapéutico
para tratar una enfermedad producida por un gen. Segun la molécula de PNmc que incluye, por ejemplo, como
secuencia inhibidora de la expresién, una secuencia que inhibe la expresion de un gen que causa la enfermedad, es
posible tratar la enfermedad inhibiendo la expresion del gen diana. En la presente invencion, el término “tratamiento”
engloba, por ejemplo: prevencion de enfermedades; mejora de enfermedades; y mejora en el prondstico, y puede
significar cualquiera de ellas.

El procedimiento de uso de la molécula de PNmc de la presente invencién no esta particularmente limitado. Por
ejemplo, la molécula de PNmc puede administrarse a un sujeto que tiene el gen diana.

Ejemplos del sujeto al que se administra la molécula de PNmc de la presente invencion incluye células, tejidos y
organos. Ejemplos del sujeto también incluyen seres humanos y animales no humanos tales como mamiferos no
humanos, es decir, mamiferos excluyendo seres humanos. La administracién puede realizarse, por ejemplo, in vivo o
in vitro. Las células no estan particularmente limitadas, y ejemplos de las mismas incluyen: diversas células
cultivadas tales como células Hela, células 293, células NIH3T3 y células COS; citoblastos tales como células ES y
citoblastos hematopoyéticos; y células aisladas de organismos vivos, tales como células cultivadas primarias.

En la presente invencion, el gen diana cuya expresion va a inhibirse no esta particularmente limitado, y cualquier gen
deseado puede fijarse como gen diana. La secuencia inhibidora de la expresion puede disefiarse segun convenga
dependiendo del tipo de gen diana.

Ejemplos especificos de la molécula de PNmc de la presente invencion se facilitaran mas adelante. Debe

observarse, sin embargo, que la presente invencion no se limita en absoluto a éstos. Ejemplos de la secuencia de
bases de la molécula de PNmc incluyen: secuencias de bases de SEC ID N° 11, 14 a 17, y 23; y secuencias de
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bases obtenidas por, por ejemplo, delecion, sustitucion y/o adicion de una o mas bases en estas secuencias de
bases. Si el gen diana es el gen GAPDH, ejemplos de la secuencia de bases de la molécula de PNmc incluyen las
secuencias de bases de SEC ID N°: 11. Si el gen diana es TGF-B1, ejemplos de la secuencia de bases de la
molécula de PNmc incluyen las secuencias de bases de SEC ID N°: 14 a 17 y 23.

En cuanto al uso de la molécula de PNmc de la presente invencion pueden citarse las siguientes descripciones con
respecto a la composicion, el procedimiento inhibidor, el procedimiento de tratamiento, y similares.

Como la molécula de PNmc de la presente invenciéon puede inhibir la expresion de un gen diana como se ha descrito
anteriormente, es util como un producto farmacéutico, un agente de diagndstico, un producto quimico agricola y una
herramienta para realizar investigacion, por ejemplo, de productos quimicos agricolas, medicina, ciencias de la vida,
y similares.

En la presente invencion, el término “alquilo” engloba, por ejemplo, grupos alquilo de cadena lineal y ramificada. El
numero de atomos de carbono en el alquilo no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, 1 a 30,
preferentemente 1 a 6 o 1 a 4. Ejemplos de grupo alquilo incluyen: metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo, isohexilo, n-heptilo, n-octilo, n-nonilo y n-
decilo. Entre ellos se prefieren, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-
butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo, isohexilo, y similares.

En la presente invencion, el término “alquenilo” engloba, por ejemplo, alquenilos de cadena lineal y ramificada.
Ejemplos de alquenilo incluyen los alquilos anteriormente descritos que tienen uno o mas dobles enlaces. El nimero
de atomos de carbono en el alquenilo no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, el mismo que en el alquilo,
preferentemente 2 a 8. Ejemplos de alquenilo incluyen vinilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-
butenilo, 1,3-butadienilo y 3-metil-2-butenilo.

En la presente invencion, el término “alquinilo” engloba, por ejemplo, alquinilos de cadena lineal y ramificada.
Ejemplos de alquinilo incluyen los alquilos anteriormente descritos que tienen uno o mas triples enlaces. El nimero
de atomos de carbono en el alquinilo no esta particularmente limitado, y es, por ejemplo, el mismo que en alquilo,
preferentemente 2 a 8. Ejemplos de alquinilo incluyen etinilo, propinilo y butinilo. El alquinilo puede incluir
adicionalmente, por ejemplo, uno o mas dobles enlaces.

En la presente invencion, el término “arilo” engloba, por ejemplo, grupos de hidrocarburo aromatico monociclico y
grupos de hidrocarburo aromatico policiclico. Ejemplos del grupo de hidrocarburo aromatico monociclico incluyen
fenilo. Ejemplos del grupo de hidrocarburo aromatico policiclico incluyen 1-naftilo, 2-naftilo, 1-antrilo, 2-antrilo, 9-
antrilo, 1-fenantrilo, 2-fenantrilo, 3-fenantrilo, 4-fenantrilo y 9-fenantrilo. Entre ellos se prefieren, por ejemplo, fenilo,
naftilos tales como 1-naftilo y 2-naftilo, y similares.

En la presente invencion, el término “heteroarilo” engloba, por ejemplo, grupos heterociclicos aromaticos
monociclicos y grupos heterociclicos aromaticos condensados. Ejemplos de heteroarilo incluyen furilos (por ejemplo:
2-furilo, 3-furilo), tienilos (por ejemplo: 2-tienilo, 3-tienilo), pirrolilos (por ejemplo: 1-pirrolilo, 2-pirrolilo, 3-pirrolilo),
imidazolilos (por ejemplo: 1-imidazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo), pirazolilos (por ejemplo: 1-pirazolilo, 3-pirazolilo,
4-pirazolilo), triazolilos (por ejemplo: 1,2,4-triazol-1-ilo, 1,2,4-triazol-3-ilo, 1,2,4-triazol-4-ilo), tetrazolilos (por ejemplo:
1-tetrazolilo, 2-tetrazolilo, 5-tetrazolilo), oxazolilos (por ejemplo: 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 5-oxazolilo), isoxazolilos (por
ejemplo: 3-isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo), tiazolilos (por ejemplo: 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo),
tiadiazolilos, isotiazolilos (por ejemplo: 3-isotiazolilo, 4-isotiazolilo, 5-isotiazolilo), piridilos (por ejemplo: 2-piridilo, 3-
piridilo, 4-piridilo), piridazinilos (por ejemplo: 3-piridazinilo, 4-piridazinilo), pirimidinilos (por ejemplo: 2-pirimidinilo, 4-
pirimidinilo, 5-pirimidinilo), furazanilos (por ejemplo: 3-furazanilo), pirazinilos (por ejemplo: 2-pirazinilo), oxadiazolilos
(por ejemplo: 1,3,4-oxadiazol-2-ilo), benzofurilos (por ejemplo: 2-benzo[blfurilo, 3-benzo[blfurilo, 4-benzo[b]furilo, 5-
benzo[blfurilo, 6-benzo[blfurilo, 7-benzo[b]furilo), benzotienilos (por ejemplo: 2-benzo[bltienilo, 3-benzo[b]tienilo, 4-
benzo[bltienilo, 5-benzo[bltienilo, 6-benzo[bltienilo, 7-benzo[b]tienilo), bencimidazolilos (por ejemplo: 1-
bencimidazolilo, 2-bencimidazolilo, 4-bencimidazolilo, 5-bencimidazolilo), dibenzofurilos, benzoxazolilos,
benzotiazolilos, quinoxalilos (por ejemplo: 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 6-quinoxalinilo), cinolinilos (por ejemplo: 3-
cinolinilo, 4-cinolinilo, 5-cinolinilo, 6-cinolinilo, 7-cinolinilo, 8-cinolinilo), quinazolilos (por ejemplo: 2-quinazolinilo, 4-
quinazolinilo, 5-quinazolinilo, 6-quinazolinilo, 7-quinazolinilo, 8-quinazolinilo), quinolilos (por ejemplo: 2-quinolilo, 3-
quinolilo, 4-quinolilo, 5-quinolilo, 6-quinolilo, 7-quinolilo, 8-quinolilo), ftalazinilos (por ejemplo: 1-ftalazinilo, 5-
ftalazinilo, 6-ftalazinilo), isoquinolilos (por ejemplo: 1-isoquinolilo, 3-isoquinolilo, 4-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 6-
isoquinolilo, 7-isoquinolilo, 8-isoquinolilo), purilos, pteridinilos (por ejemplo: 2-pteridinilo, 4-pteridinilo, 6-pteridinilo, 7-
pteridinilo), carbazolilos, fenantridinilos, acridinilos (por ejemplo: 1-acridinilo, 2-acridinilo, 3-acridinilo, 4-acridinilo, 9-
acridinilo), indolilos (por ejemplo: 1-indolilo, 2-indolilo, 3-indolilo, 4-indolilo, 5-indolilo, 6-indolilo, 7-indolilo),
isoindolilos, fenazinilos (por ejemplo: 1-fenazinilo, 2-fenazinilo) y fenotiazinilos (por ejemplo: 1-fenotiazinilo, 2-
fenotiazinilo, 3-fenotiazinilo, 4-fenotiazinilo).

En la presente invencion, el término “cicloalquilo” se refiere, por ejemplo, a grupos de hidrocarburo saturado ciclico, y

el numero de atomos de carbono en el cicloalquilo es, por ejemplo, 3 a 15. Ejemplos del cicloalquilo incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, grupos de hidrocarburos ciclicos unidos por
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puentes y grupos de espirohidrocarburo. Entre ellos se prefieren ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
hidrocarburos ciclicos unidos por puentes, y similares.

En la presente invencion, ejemplos de los “grupos de hidrocarburos ciclicos unidos por puentes” incluyen
biciclo[2.1.0]pentilo,  biciclo[2.2.1]heptilo,  biciclo[2.2.2]octilo y  biciclo[3.2.1]octilo,  triciclo[2.2.1.0]heptilo,
biciclo[3.3.1]nonano, 1-adamantilo y 2-adamantilo.

En la presente invencioén, ejemplos de los “grupos de espirohidrocarburo” incluyen espiro[3.4]octilo.

En la presente invencion, el término “cicloalquenilo” engloba, por ejemplo, grupos de hidrocarburo alifatico ciclico
insaturado, y el niumero de atomos de carbono en el cicloalquenilo es, por ejemplo, 3 a 7. Ejemplos del grupo
cicloalquenilo incluyen ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo y cicloheptenilo. Entre ellos se
prefieren ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo, y similares. El término “cicloalquenilo” también
engloba grupos de hidrocarburos ciclicos unidos por puentes y grupos de espirohidrocarburo que tienen, por
ejemplo, un enlace insaturado en sus anillos.

En la presente invencion, ejemplos de “arilalquilo” incluyen bencilo, 2-fenetilo y naftalenilmetilo. Ejemplos del
“cicloalquilalquilo” y “ciclilalquilo” incluyen ciclohexilmetilo y adamantilmetilo. Ejemplos de “hidroxialquilo” incluyen
hidroximetilo y 2-hidroxietilo.

En la presente invencion, “alcoxi” engloba, por ejemplo, grupos compuestos de cualquiera de los alquilos
anteriormente descritos y oxigeno (grupos alquil-O) y ejemplos de los mismos incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi,
isopropoxi y n-butoxi. Ejemplos de “alcoxialquilo” incluyen metoximetilo. Ejemplos de “aminoalquilo” incluyen 2-
aminoetilo.

En la presente invencion, ejemplos de “heterociclilo” incluyen 1-pirrolinilo, 2-pirrolinilo, 3-pirrolinilo, 1-pirrolidinilo, 2-
pirrolidinilo, 3-pirrolidinilo, pirrolidinona, 1-imidazolino, 2-imidazolino, 4-imidazolino, 1-imidazolidinilo, 2-imidazolidinilo,
4-imidazolidinilo, imidazolidinona, 1-pirazolinilo, 3-pirazolinilo, 4-pirazolinilo, 1-pirazolidinilo, 3-pirazolidinilo, 4-
pirazolidinilo, piperidinona, piperidino, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-piperidinilo, 1-piperazinilo, 2-piperazinilo,
piperazinona, 2-morfolinilo, 3-morfolinilo, morfolino, tetrahidropiranilo y tetrahidrofuranilo.

En la presente invencion, ejemplos de “heterociclilalquilo” incluyen piperidinilmetilo y piperazinilmetilo. Ejemplos de
“heterociclilalquenilo” incluyen 2-piperidiniletenilo. Ejemplos de “heteroarilalquilo” incluyen piridilmetilo y quinolin-3-
ilmetilo.

En la presente invencion, el término “sililo” engloba grupos representados por la formula R3Si- en la que R puede
seleccionarse independientemente de los alquilos, arilos y cicloalquilos anteriormente descritos. Ejemplos de sililo
incluyen un grupo trimetilsililo y un grupo terc-butildimetilsililo. Ejemplos de “sililoxi” incluyen un grupo trimetilsililoxi.
Ejemplos de “sililoxialquilo” incluyen trimetilsililoximetilo.

En la presente invencioén, ejemplos de “alquileno” incluyen metileno, etileno y propileno.

En la presente invencion, los diversos grupos anteriormente descritos pueden estar sustituidos. Ejemplos del
sustituyente incluyen hidroxi, carboxi, halégenos, haluros de alquilo (por ejemplo: CF3, CH2CF3, CH2CCls), nitro,
nitroso, ciano, alquilos (por ejemplo: metilo, etilo, isopropilo, terc-butilo), alquenilos (por ejemplo: vinilo), alquinilos
(por ejemplo: etinilo), cicloalquilos (por ejemplo: ciclopropilo, adamantilo), cicloalquilalquilos (por ejemplo:
ciclohexilmetilo, adamantilmetilo), cicloalquenilos (por ejemplo: ciclopropenilo), arilos (por ejemplo: fenilo, naftilo),
arilalquilos (por ejemplo: bencilo, fenetilo), heteroarilos (por ejemplo: piridilo, furilo), heteroarilalquilos (por ejemplo:
piridilmetilo), heterociclilos (por ejemplo: piperidilo), heterociclilalquilos (por ejemplo: morfolilmetilo), alcoxis (por
ejemplo: metoxi, etoxi, propoxi, butoxi), alcoxis halogenados (por ejemplo: OCF3), alqueniloxis (por ejemplo: viniloxi,
aliloxi), ariloxis (por ejemplo: feniloxi), alquiloxicarbonilos (por ejemplo: metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, terc-
butoxicarbonilo), arilalquiloxis (por ejemplo: benciloxi), aminos [alquilaminos (por ejemplo: metilamino, etilamino,
dimetilamino), acilaminos (por ejemplo: acetilamino, benzoilamino), arilalquilaminos (por ejemplo: bencilamino,
tritilamino), hidroxiaminol, alquilaminoalquilos (por ejemplo: dietilaminometilo), sulfamoilo y oxo.

2. Residuo de nucleétido

El residuo de nucledtido incluye, como sus componentes, un azucar, una base y un fosfato. El residuo de nucleétido
puede ser, por ejemplo, un residuo de ribonucleétido o un residuo de desoxirribonucleétido, como se ha descrito
anteriormente. El residuo de ribonucleétido tiene, por ejemplo: un residuo de ribosa como azucar; y adenina (A),
guanina (G), citosina (C) o uracilo (U) como base. El residuo de desoxirribosa tiene, por ejemplo: un residuo de
desoxirribosa como azucar; y adenina (A), guanina (G), citosina (C) o timina (T) como base.

El residuo de nucledtido puede ser, por ejemplo, un residuo de nucleétido sin modificar o un residuo de nucleétido

modificado. Los componentes del residuo de nucledtido sin modificar son, por ejemplo, los mismos o
sustancialmente los mismos que los componentes de un residuo de nucleétido que se produce naturalmente.
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Preferentemente, los componentes son los mismos o sustancialmente los mismos que los componentes de un
residuo de nucleétido que se produce naturalmente en un cuerpo humano.

El residuo de nucleétido modificado es un residuo de nucleétido obtenido, por ejemplo, modificando el residuo de
nucledtido sin modificar. El nucledtido modificado puede ser, por ejemplo, de forma que cualquiera de los
componentes del residuo de nucledtido sin modificar se modifique. En la presente invencion, “modificacion” significa,
por ejemplo: sustitucion, adicion y/o delecion de cualquiera de los componentes; y sustitucion, adicion y/o delecion
de un atomo(s) y/o un grupo(s) funcional(es) en el (los) componente(s). También puede denominarse “alteracion”.
Ejemplos del residuo de nucledtido modificado incluyen residuos de nucleétidos que se producen naturalmente y
residuos de nucleétidos artificialmente modificados. Con respecto a los residuos de nucleétidos modificados
naturalmente derivados puede citarse, por ejemplo, Limbach y col. (1994, Summary: the modified nucleosides of
RNA, Nucleic Acids Res. 22: pag. 2183 a 2196). El residuo de nucleétido modificado puede ser un residuo, por
ejemplo, de una alternativa del nucleétido.

Ejemplos de la modificacion del residuo de nucledétido incluyen modificacion de un esqueleto de fosfato de ribosa
(denominado en lo sucesivo un “esqueleto de ribofosfato”).

En el esqueleto de ribofosfato, por ejemplo, un residuo de ribosa puede modificarse. En el residuo de ribosa, por
ejemplo, el carbono en la posicion 2' puede modificarse. Especificamente, un grupo hidroxilo unido al carbono en la
posicion 2' puede sustituirse, por ejemplo, con hidrogeno, flior o similares. Sustituyendo el grupo hidroxilo unido al
carbono en la posicién 2' con hidrégeno es posible sustituir el residuo de ribosa con desoxirribosa. El residuo de
ribosa puede sustituirse, por ejemplo, con su estereoisémero, y puede sustituirse, por ejemplo, con un residuo de
arabinosa.

El esqueleto de ribofosfato puede sustituirse, por ejemplo, con un esqueleto de no ribofosfato que tiene un residuo
de no ribosa y/o uno de no fosfato. El esqueleto de no ribofosfato puede ser, por ejemplo, el esqueleto de ribofosfato
modificado de manera que esté sin cargar, o similares. Ejemplos de una alternativa obtenida sustituyendo el
esqueleto de ribofosfato con el esqueleto de no ribofosfato en el nucledtido incluyen morfolino, ciclobutilo y
pirrolidina. Otros ejemplos de la alternativa incluyen residuos de mondmeros de acidos nucleicos artificiales.
Ejemplos especificos de los mismos incluyen PNA (acido nucleico peptidico), LNA (acido nucleico bloqueado) y ENA
(acidos nucleicos unidos por 2'-0,4'-C-etileno). Entre ellos es preferible PNA.

En el esqueleto de ribofosfato, por ejemplo, un grupo fosfato puede modificarse. En el esqueleto de ribofosfato, un
grupo fosfato en la proximidad mas estrecha al residuo de azucar se llama un “grupo a-fosfato”. El grupo a-fosfato
se carga negativamente, y las cargas eléctricas se distribuyen uniformemente sobre dos atomos de oxigeno que no
estan ligados al residuo de azucar. Entre los cuatro atomos de oxigeno en el grupo o-fosfato, los dos atomos de
oxigeno no ligados al residuo de azucar en el enlace fosfodiéster entre los residuos de nucleétidos se denominan en
lo sucesivo “oxigenos de no enlace”. Por otra parte, dos atomos de oxigeno que estan ligados al residuo de azucar
en el enlace fosfodiéster entre los residuos de nucleétidos se denominan en lo sucesivo “oxigenos de enlace”. El
grupo a-fosfato se modifica preferentemente, por ejemplo, de manera que esté sin cargar, o de manera que se haga
asimétrica la distribucion de carga entre los atomos de no enlace.

En el grupo fosfato, por ejemplo, el (los) oxigeno(s) de no enlace puede(n) estar sustituido(s). El (Los) oxigeno(s)
puede(n) sustituirse, por ejemplo, con cualquier atomo seleccionado de S (azufre), Se (selenio), B (boro), C
(carbono), H (hidrégeno), N (nitrégeno) y OR (R es, por ejemplo, un grupo alquilo o un grupo arilo), y la sustitucion
con S es preferible. Es preferible, por ejemplo, que ambos oxigenos de no enlace estén sustituidos, y es mas
preferible que ambos oxigenos de no enlace estén sustituidos con S. Ejemplos del grupo fosfato asi modificado
incluyen fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de boranofosfato,
hidrogenofosfonatos, fosforoamidatos, fosfonatos de alquilo o arilo, y fosfotriésteres. En particular es preferible
fosforoditioato en el que ambos de los dos oxigenos de no enlace estan sustituidos con S.

En el grupo fosfato, por ejemplo, el (los) oxigeno(s) de enlace puede(n) estar sustituido(s). El (Los) oxigeno(s)
puede(n) sustituirse, por ejemplo, con cualquier atomo seleccionado de S (azufre), C (carbono) y N (nitrégeno).
Ejemplos del grupo fosfato asi modificado incluyen: fosforoamidatos unidos con puentes resultantes de la sustitucion
con N; fosforotioatos unidos con puentes resultantes de la sustitucion S; y metilenfosfonatos unidos con puentes
resultantes de la sustitucion C. Preferentemente, la sustitucion del (de los) oxigeno(s) de enlace se realiza, por
ejemplo, en al menos un residuo de nucleétido del extremo 5' y el residuo de nucledtido del extremo 3' de la
molécula de PNmc de la presente invencion. Si la sustitucion se realiza en el lado 5', la sustitucion con C es
preferible. Si la sustitucion se realiza en el lado 3', la sustitucién con N es preferible.

El grupo fosfato puede sustituirse, por ejemplo, con el ligador libre de fosfato. El ligador puede contener siloxano,
carbonato, carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, ligador de oxido de etileno, sulfonato, sulfonamida,
tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, metilenmetilimino, metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo,
metilenoximetilimino o similares. Preferentemente, el ligador puede contener un grupo metilencarbonilamino y un
grupo metilenmetilimino.
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En la molécula de PNmc de la presente invencion puede modificarse, por ejemplo, al menos uno de un residuo de
nucledtido en el extremo 3' y un residuo de nucleétido en el extremo 5'. El residuo de nucleétido en uno cualquiera
del extremo 3'y el extremo 5' puede modificarse, o, por ejemplo, los residuos de nucleétidos en tanto el extremo 3'
como el extremo 5' pueden modificarse. La modificacion puede ser, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente
y es preferible modificar un grupo(s) fosfato en el (los) extremo(s). El grupo fosfato entero puede modificarse, o, por
ejemplo, uno o mas atomos en el grupo fosfato pueden modificarse. En el primer caso, por ejemplo, el grupo fosfato
entero puede sustituirse o delecionarse.

La modificacion del (de los) residuo(s) de nucleétido(s) en el (los) extremo(s) puede ser, por ejemplo, adicion de
cualquier otra molécula, o similares. Ejemplos de la otra molécula incluyen moléculas funcionales tales como
sustancias de marcado como se han descrito anteriormente y grupos protectores. Ejemplos de los grupos
protectores incluyen S (azufre), Si (silicio), B (boro) y grupos que contienen éster. Las moléculas funcionales tales
como las sustancias de marcado pueden usarse, por ejemplo, en la deteccion y similares de la molécula de PNmc
de la presente invencién.

La otra molécula puede afadirse al grupo fosfato del residuo de nucleétido o puede afiadirse al grupo fosfato o el
residuo de azucar mediante, por ejemplo, un espaciador. El atomo terminal del espaciador puede afadirse a o
sustituirse, por ejemplo, con uno cualquiera de los oxigenos de enlace del grupo fosfato u O, N, S o C del residuo de
azucar. El sitio de unidon en el residuo de azucar es preferentemente, por ejemplo, C en la posicién 3', C en la
posicion 5', o cualquier atomo unido al mismo. El espaciador también puede afiadirse a o sustituirse, por ejemplo,
con un atomo terminal de la alternativa de nucleétido tal como PNA.

El espaciador no esta particularmente limitado, y ejemplos del mismo incluyen -(CHz)n-, -(CH2)nN-, -(CH2),O-, -
(CH2)nS-, O(CH2CH20),CH2CH-0H, azucares abasicos, amida, carboxi, amina, oxiamina, oxiimina, tioéter, disulfuro,
tiourea, sulfonamida y morfolino, y también reactivos de biotina y reactivos de fluoresceina. En las férmulas
anteriores, n es un numero entero positivo, y es preferible n =3 o 6.

Otros ejemplos de la molécula que va a afadirse al extremo incluyen colorantes, agentes intercalantes (por ejemplo,
acridinas), agentes de reticulacion (por ejemplo, psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, sapfirina),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (por ejemplo, fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (por
ejemplo, EDTA), vehiculos lipofilos (por ejemplo, colesterol, acido colico, acido adamantanoacético, acido 1-
pirenobutirico, dihidrotestosterona, 1,3-Bis-O (hexadecil)glicerol, un grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol,
borneol, mentol, 1,3-propanodiol, un grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocdlico,
acido O3-(oleoil)cdlico, dimetoxitritilo o fenoxazina), complejos de péptidos (por ejemplo, péptido de Antennapedia,
péptido Tat), agentes alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG (por ejemplo, PEG-40K), MPEG, [MPEG],,
poliamino, alquilo, alquilo sustituido, marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (por ejemplo, biotina),
facilitadores del transporte/absorcion (por ejemplo, aspirina, vitamina E, acido félico) y ribonucleasas sintéticas (por
ejemplo, imidazol, bisimidazol, histamina, agrupaciones de imidazol, complejos de acridina-imidazol, complejos de
Eu® de tetraazamacrociclos).

En la molécula de PNmc de la presente invencion, el extremo 5' puede modificarse, por ejemplo, con un grupo
fosfato o un analogo de grupo fosfato. Ejemplos del grupo fosfato incluyen:

5'-monofosfato ((HO)2(O)P-O-5";

5'-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(O)-0-5);

5'-trifosfato (HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0O)-0-5";

tapa de 5'-guanosina (metilada en 7 o sin metilar, 7m-G-0O-5'-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0O-5");

tapa de 5'-adenosina (Appp);

cualquier estructura de tapa de nucledtido modificado o sin modificar (N-O-5'-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-
0-5');

5'-monotiofosfato (fosforotioato: (HO)(S)P-O-5');

5'-monoditiofosfato (fosforoditioato: (HO)(HS)(S)P-O-5');

5'-fosforotiolato ((HO).(O)P-S-5";

monofosfato, difosfato y trifosfatos sustituidos con azufre (por ejemplo, 5'-a-tiotrifosfato, 5'-y-tiotrifosfato, y
similares);

5'-fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5', (HO)(NH_)(O)P-O-5");

5'-alquilfosfonatos (por ejemplo, RP(OH)(O)-O-5', (OH)»(O)P-5'-CH; en la que R es alquilo (por ejemplo, metilo,
etilo, isopropilo, propilo o similares)); y

5'-alquiléterfosfonatos (por ejemplo, RP(OH)(O)-O-5' en la que R es alquiléter (por ejemplo, metoximetilo,
etoximetilo o similares)).

En el residuo de nucledtido, la base no esta particularmente limitada. La base puede ser, por ejemplo, una base

natural o una base no natural. La base puede ser, por ejemplo, una base naturalmente derivada o una base sintética.
Como base puede usarse, por ejemplo, una base comun (universal), un analogo modificado de la misma, y similares.
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Ejemplos de base incluyen: bases de purina tales como adenina y guanina; y bases de pirimidina tales como
citosina, uracilo y timina. Otros ejemplos de base incluyen inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina,
isoguanisina y tubercidina. Ejemplos de base también incluyen: derivados de alquilo tales como 2-aminoadenina,
purina 6-metilada y purina 2-propilada; 5-halouracilo y 5-halocitosina; 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina; 6-
azouracilo, 6-azocitosina y 6-azotimina; 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-halouracilo, 5-(2-aminopropil)uracilo,
5-aminoaliluracilo; purinas 8-halogenadas, aminadas, tioladas, tioalquiladas, hidroxiladas y otras 8-sustituidas;
pirimidinas 5-trifluorometiladas y otras 5-sustituidas; 7-metilguanina; pirimidinas 5-sustituidas; 6-azapirimidinas;
purinas N-2, N-6 y O-6-sustituidas (incluyendo 2-aminopropiladenina); 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina;
dihidrouracilo;  3-deaza-5-azacitosina; 2-aminopurina;  5-alquiluracilo;  7-alquilguanina;  5-alquilcitosina;  7-
deazaadenina; N6,N6-dimetiladenina; 2,6-diaminopurina; 5-amino-alil-uracilo; N3-metiluracilo; 1,2,4-triazoles
sustituidos; 2-piridinona; 5-nitroindol; 3-nitropirrol; 5-metoxiuracilo; acido uracil-5-oxiacético; 5-
metoxicarbonilmetiluracilo; 5-metil-2-tiouracilo; 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracilo; 5-metilaminometil-2-tiouracilo; S-
(S-amino-3-carboxipropil)uracilo; S-metilcitosina; 5-metilcitosina; N4-acetilcitosina; 2-tiocitosina; N6-metiladenina;
N6-isopentiladenina; 2-metiltio-N6-isopenteniladenina; N-metilguanina; y bases O-alquiladas. Ejemplos de purinas y
pirimidinas incluyen las divulgadas en la patente de EE.UU. N° 3.687.808, “Concise Encyclopedia of Polymer
Science and Engineering”, pag. 858 a 859, editado por Kroschwitz J. I, John Wiley & Sons, 1990, y Englisch y col.,
Angewandte Chemie, edicion internacional, 1991, vol. 30, pag. 613.

Otros ejemplos del residuo de nucleétido modificado incluyen aquellos que no tienen bases, es decir, aquellos que
tienen un esqueleto de ribofosfato abasico. Ademas, como residuos de nucleétidos modificados pueden usarse, por
ejemplo, aquellos descritos en la solicitud internacional WO 2004/080406 (fecha de presentacion: 8 de marzo de
2004).

3. Procedimiento de sintesis de molécula de PNmc de la presente invencién El procedimiento para sintetizar la
molécula de PNmc de la presente invencion no esta particularmente limitado, y puede emplearse un procedimiento
convencionalmente conocido. Ejemplos del procedimiento incluyen procedimientos de sintesis segun procedimientos
de ingenieria genética y procedimientos de sintesis quimica. Ejemplos de los procedimientos de ingenieria genética
incluyen: procedimientos de sintesis que utilizan transcripcion in vitro; procedimientos usando un vector; y
procedimientos llevados a cabo usando un casete de PCR. El vector no esta particularmente limitado, y ejemplos de
los mismos incluyen vectores de no virus tales como plasmido, y vectores de virus. Los ejemplos anteriormente
descritos son unicamente ilustrativos, y el procedimiento de sintesis no se limita a éstos. Los procedimientos de
sintesis quimica no estan particularmente limitados, y ejemplos de los mismos incluyen un procedimiento de
fosforamidito y un procedimiento de H-fosfonato. Los procedimientos de sintesis quimica pueden llevarse a cabo
usando, por ejemplo, un sintetizador de acidos nucleicos automatizado comercialmente disponible. En los
procedimientos de sintesis quimica generalmente se usa un amidito. El amidito no esta particularmente limitado.
Ejemplos de amiditos comercialmente disponibles incluyen fosforamiditos de ARN (2'-O-TBDMSi, marca registrada,
Samchully Pharm. Co., Ltd.), amidito de ACE, amidito de TOM, amidito de CEE, amidito de CEM y amidito de TEM.
En la sintesis de la molécula de PNmc de la presente invencién es preferible, por ejemplo, usar el monémero de la
presente invencion que va a describirse mas adelante para la sintesis de la(s) region (regiones) de ligador
representada(s) por la férmula (1).

4. Composicién

La composicion inhibidora segun la presente invencion es, como se ha descrito anteriormente, una composicion para
inhibir la expresion de un gen diana, que contiene la molécula de PNmc de la presente invencion. La composicion de
la presente invencion se caracteriza porque contiene la molécula de PNmc de la presente invencion, y no esta
limitada en absoluto a otras configuraciones. La composicion inhibidora de la presente invencién también puede
preferirse, por ejemplo, como reactivo inhibidor.

Es posible administrar la composicion a un sujeto en el que el gen diana esta presente para inhibir la expresion del
gen diana.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, la composicion farmacéutica segun la presente invencion contiene la
molécula de PNmc de la presente invencién. La composicion farmacéutica de la presente invencién se caracteriza
porque contiene la molécula de PNmc de la presente invencién, y no esta limitada en absoluto a ofras
configuraciones. La composicion farmacéutica de la presente invencion también puede denominarse, por ejemplo,
un producto farmacéutico.

Es posible administrar la composicién farmacéutica a un paciente con una enfermedad producida por un gen para
inhibir la expresion del gen, tratando asi la enfermedad. El término “tratamiento” engloba, por ejemplo: prevencion de
enfermedades; mejora de enfermedades; y mejora en el prondstico, y puede significar cualquiera de ellas.

Una enfermedad que va a tratarse no esta particularmente limitada, y ejemplos de las mismas incluyen
enfermedades producidas por la expresion de genes. Dependiendo del tipo de enfermedad, un gen que produce la
enfermedad puede fijarse como el gen diana, y ademas, dependiendo del gen diana, la secuencia inhibidora de la
expresion puede fijarse segun convenga.
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Un ejemplo especifico es el siguiente. Fijando el gen TGF-1 como gen diana e incorporando una secuencia
inhibidora de la expresion para este gen en la molécula de PNmc, la molécula de PNmc puede usarse para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, por ejemplo, especificamente, lesiéon pulmonar aguda y similares.

El procedimiento de uso de la composicion inhibidora y la composicion farmacéutica (en lo sucesivo ambas
composiciones se denominan simplemente “las composiciones”) no esta particularmente limitado, y ejemplos de los
mismos incluyen administrar la molécula de PNmc a un sujeto que tiene el gen diana.

Ejemplos del sujeto al que la molécula de PNmc de la presente invencion se administra incluyen células, tejidos y
organos. Ejemplos del sujeto también incluyen seres humanos y animales no humanos tales como mamiferos no
humanos, es decir, mamiferos excluyendo seres humanos. La administracién puede realizarse, por ejemplo, in vivo o
in vitro. Las células no estan particularmente limitadas, y ejemplos de las mismas incluyen: diversas células
cultivadas tales como células Hela, células 293, células NIH3T3 y células COS; citoblastos tales como células ES y
citoblastos hematopoyéticos; y células aisladas de organismos vivos, tales como células cultivadas primarias.

El procedimiento de administracion no esta particularmente limitado, y puede determinarse segun convenga, por
ejemplo, dependiendo del sujeto. Si el sujeto es una célula cultivada, el procedimiento de administracion puede ser,
por ejemplo, un procedimiento usando un reactivo de transfeccion, un procedimiento de electroporacion o similares.
Si la administracion se realiza in vivo, la administracion puede ser, por ejemplo, tanto administraciéon por via oral
como administracion parenteral. Ejemplos de la administracion parenteral incluyen administracion subcutanea por
inyeccion y administracion local.

Cada una de las composiciones de la presente invencion puede contener solo la molécula de PNmc de la presente
invencion o adicionalmente puede contener, por ejemplo, un aditivo(s), ademas de la molécula de PNmc. El aditivo
no esta particularmente limitado, y preferentemente es, por ejemplo, un aditivo farmacéuticamente aceptable. El tipo
de aditivo no esta particularmente limitado, y puede seleccionarse segun convenga, por ejemplo, dependiendo del
tipo de sujeto.

En la composicion de la presente invencion, el PNmc puede formar un complejo, por ejemplo, con el aditivo. El
aditivo también puede denominarse, por ejemplo, un agente complejante. EI complejo permite, por ejemplo,
administrar la molécula de PNmc eficazmente. El enlace entre la molécula de PNmc y el agente complejante no esta
particularmente limitado, y ejemplos de los mismos incluyen enlace no covalente. El complejo puede ser, por
ejemplo, un complejo de inclusion o similares.

El agente complejante no esta particularmente limitado, y ejemplos del mismo incluyen polimeros, ciclodextrinas y
adamantina. Ejemplos de ciclodextrinas incluyen copolimero de ciclodextrina lineal y copolimero de ciclodextrina
oxidado lineal.

Otros ejemplos del aditivo incluyen un vehiculo, una sustancia de unién que se une a una célula diana, un agente de
condensacion y un agente fusogénico.

El vehiculo es preferentemente un polimero, por ejemplo, mas preferentemente un biopolimero. Preferentemente, el
vehiculo es, por ejemplo, biodegradable. Ejemplos del vehiculo incluyen: proteinas tales como albumina de suero
humano (HSA), lipoproteina de baja densidad (LDL) y globulina; hidratos de carbono tales como, por ejemplo,
dextrano, pululano, quitina, quitosano, inulina, ciclodextrina y acido hialurénico; y lipidos. Como vehiculo también
puede usarse, por ejemplo, un polimero sintético tal como un poliaminoacido sintético. Ejemplos del poliaminoacido
incluyen polilisina (PLL), acido poli-L-aspartico, acido poli-L-glutamico, copolimero de estireno-anhidrido maleico,
copolimero de poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero de éter divinilico-anhidrido maleico, copolimero de N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), poli(alcohol vinilico) (PVA), poliuretano, poli(acido 2-
etilacrilico), polimero de N-isopropilacrilamida y polifosfazina.

Ejemplos de la sustancia de unién incluyen hormona estimulante de la tiroides, hormona estimulante de melanocitos,
lectina, glucoproteinas, proteina A tensioactiva, hidrato de carbono de mucina, lactosa multivalente, galactosa
multivalente,  N-acetil-galactosamina, = N-acetil-glucosamina, manosa multivalente, fucosa multivalente,
poliaminoacido glucosilado, galactosa multivalente, transferrina, bisfosfonato, acido poliglutamico, acido
poliaspartico, lipidos, colesterol, esteroides, acido biliar, folato, vitamina B12, biotina, neproxina, péptido RGD y
mimético del péptido RGD.

Ejemplos del agente fusogénico y el agente de condensacion incluyen cadenas de poliamino tales como
polietilenimina (PEI). La PEI puede ser tanto lineal como ramificada y, por tanto, puede ser, por ejemplo, tanto
sintética como que producirse naturalmente. La PEI puede sustituirse, por ejemplo, con un alquilo o un lipido. Como
agente fusogénico también es posible usar, por ejemplo, polihistidina, poliimidazol, polipiridina, polipropilenimina,
melitina, una sustancia de poliacetal (por ejemplo, poliacetal catiénico o similares), o similares. El agente fusogénico
puede tener, por ejemplo, una estructura de hélice a. El agente fusogénico puede ser una agente de rotura de
membranas tal como, por ejemplo, melitina.
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En cuanto a las composiciones segun la presente invencion, por ejemplo, la formacion del complejo y similares se
describen en la patente de EE.UU. N° 6.509.323, la publicacion de patente de EE.UU. N° 2003/0008818 y el
documento WO 2004/080406.

Otros ejemplos del aditivo incluyen moléculas anfifilicas. La molécula anfifilica es una molécula que tiene, por
ejemplo, una region hidréfoba y una region hidréfila. La molécula es preferentemente, por ejemplo, un polimero. El
polimero puede tener, por ejemplo, una estructura secundaria, preferentemente una estructura secundaria de
repeticion. Especificamente, el polipéptido es preferible, y, por ejemplo, el polipéptido de hélice a y similares son mas
preferibles.

El polimero anfifilico puede ser, por ejemplo, un polimero que tiene dos o mas subunidades anfifilicas. Ejemplos de
la subunidad incluyen subunidades con una estructura ciclica que tiene al menos un grupo hidréfilo y un grupo
hidréfobo. La subunidad puede contener, por ejemplo, esteroide, tal como acido cdlico, una estructura aromatica y
similares. El polimero puede contener, por ejemplo, tanto una subunidad de estructura ciclica, tal como una
subunidad aromatica, como un aminoacido.

5. Procedimiento inhibidor

La expresion de un gen diana puede inhibirse si se usa la molécula de PNmc de la presente invencion. El
procedimiento de efectuar tal inhibicién se caracteriza porque la molécula de PNmc de la presente invencion se usa
en este respecto, y en absoluto estan limitadas otras etapas y condiciones.

El mecanismo por el que la expresion génica se inhibe no esta particularmente limitado, y ejemplos del mismo
incluyen inhibicion de la expresion por interferencia por ARN. El procedimiento inhibidor es, por ejemplo, un
procedimiento para inducir la interferencia por ARN que inhibe la expresion de un gen diana, y también puede
denominarse un procedimiento inhibidor que se caracteriza porque la molécula de PNmc de la presente invencién se
usa en este respecto.

El procedimiento inhibidor incluye la etapa de administrar la molécula de PNmc a un sujeto en el que esta presente,
por ejemplo, el gen diana. Por la etapa de administracion, la molécula de PNmc se pone en contacto, por ejemplo,
con el sujeto al que se administra la molécula de PNmc. Segun el procedimiento in vitro de la invencién, la molécula
de PNmc se administra a células, tejidos y 6rganos. Ejemplos del sujeto también incluyen seres humanos y animales
no humanos tales como mamiferos no humanos, es decir, mamiferos excluyendo seres humanos. La administracion
puede realizarse, por ejemplo, in vivo o in vitro.

En el procedimiento inhibidor, la molécula de PNmc puede administrarse sola, o, por ejemplo, puede administrarse la
composicion de la presente invencion que contiene la molécula de PNmc. El procedimiento de administraciéon no
esta particularmente limitado, y puede seleccionarse segun convenga dependiendo, por ejemplo, del tipo de sujeto.

6. Procedimiento de tratamiento

Una enfermedad puede tratarse mediante un procedimiento que incluye la etapa de administrar la molécula de
PNmc de la presente invencién a un paciente, y la molécula de PNmc incluye, como secuencia inhibidora de la
expresion, una secuencia que inhibe la expresion de un gen que causa la enfermedad. El procedimiento de
tratamiento se caracteriza porque la molécula de PNmc de la presente invencion se usa en este respecto, y en
absoluto estan limitadas otras etapas y condiciones. La descripcidon con respecto al procedimiento inhibidor también
se aplica, por ejemplo, al procedimiento de tratamiento.

7. Uso de la molécula de PNmc

La molécula de PNmc de la presente invencion se usa para inhibir la expresion de un gen diana. Por tanto, la
molécula de PNmc de la presente invencion se usa para inducir interferencia por ARN.

La molécula de acido nucleico segun la presente invenciéon es un molécula de acido nucleico para su uso en el
tratamiento de una enfermedad. La molécula de acido nucleico es la molécula de PNmc de la presente invencion, y
la molécula de PNmc incluye, como secuencia inhibidora de la expresién, una secuencia que inhibe la expresion de
un gen que causa la enfermedad.

8. Monémero
Un mondmero para la sintesis de acido nucleico tiene la estructura de la siguiente formula (Il). La descripcion con

respecto a la molécula de PNmc de la presente invencién también se aplica al monémero, a menos que se
establezca de otro modo.
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Por el uso de un mondmero tal en la sintesis de la molécula de PNmc de la presente invencion, las regiones de
ligador (Lx) y (Ly) representadas por la formula (I) pueden sintetizarse facilmente. EI mondmero puede usar un
amidito para, por ejemplo, la sintesis de acidos nucleicos automatizada y es aplicable, por ejemplo, a sintetizadores
de acidos nucleicos automatizados generales. Ejemplos del procedimiento de sintesis incluyen un procedimiento de
fosforamidito y un H-fosfonato.

En la férmula,

X' y X2 son cada uno independientemente Hy, O, S o NH;

\'4 y Y2 son cada uno independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O 0 S;

R y R? son cada uno independientemente H, un grupo protector o un grupo protector de fosfato;

R® es un atomo de hidrégeno o sustituyente que esta unido a C-3, C-4, C-5 o C-6 sobre un anillo A;

L' es una cadena de alquileno compuesta por n atomos, y atomo(s) de hidrégeno sobre atomo(s) de carbono del
alquileno puede(n) o puede(n) no estar sustituido(s) con OH, OR?, NH,, NHR? NR°R®, SH o SR?, o,

L' es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de alquileno con
un atomo de oxigeno,

a condicioén de que: cuando Y' sea NH, O 0 S, un atomo unido a Y'enL' sea carbono, un atomo unido a OR'en L
sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;

L' es una cadena de alquileno compuesta por m atomos, y atomo(s) de hidrégeno sobre atomo(s) de carbono del
alquileno puede(n) o puede(n) no estar sustituido(s) con OR, OR®, NH2, NHR®, NR°R?, SH 0 SR®, o

L2 es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de alquileno con
un atomo de oxigeno,

a condicion de que: cuando Y2 sea NH, O 0 S, un atomo unido a Y2 en L2 sea carbono, un atomo unido a OR?en L2
sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;

R?, Rb, R°y R? son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;

les102;

m es un numero entero en el intervalo de 0 a 30; y

n es un numero entero en el intervalo de 0 a 30.

En cuanto a las porciones en comun entre la férmula (Il) y la formula (1), las descripciones establecidas
anteriormente con respecto a la féormula §|) también se aplican a la férmula (). Especificamente, en la férmula (I1), en
cuanto a, por ejemplo, X1, X2, Y1, Y2, R”, L1, L2, I, m, ny el anillo A, se aplican todas las descripciones sobre ellos
establecidas anteriormente con respecto a la férmula (1).

En la formula (1), R' y R? son cada uno independientemente H, un grupo protector o un grupo protector de fosfato,
como se ha descrito anteriormente.

El grupo protector es como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, con respecto a la férmula (). Especificamente,
el grupo protector puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo I. El grupo | incluye, por ejemplo, un grupo
dimetoxitritilo (DMTr), un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM, un grupo CEE, un grupo CEM, un grupo
TEM y grupos que contienen sililo representados por la siguiente formula. En particular, es preferible que el grupo
protector sea el grupo DMtr o cualquiera de los grupos que contienen sililo.
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El grupo protector de fosfato puede representarse, por ejemplo, por la siguiente formula
-P(OR®)(NR'R?)

En la férmula, R® es un atomo de hidrogeno o cualquier sustituyente. El sustituyente R® es preferentemente un grupo
de hidrocarburo, y el grupo de hidrocarburo puede o puede no estar sustituido, por ejemplo, con un grupo aceptor de
electrones. Ejemplos del sustituyente R® incluyen haldgenos, haloalquilos, heteroarilos, hidroxialquilos,
alcoxialquilos, aminoalquilos, sililos, sililoxialquilos, heterociclilalquenilos, heterociclilalquilos, heteroarilalquilos e
hidrocarburos tales como alquilos, alquenilos, alquinilos, arilos, arilalquilos, cicloalquilos, cicloalquenilos,
cicloalquilalquilos y ciclilalquilos. Ademas, el sustituyente R® puede o puede no estar sustituido con un grupo aceptor
de electrones. Ejemplos especificos del sustituyente R® incluyen un grupo B-cianoetilo, un grupo nitrofeniletilo y un
grupo metilo.

R’ y R® son cada uno un atomo de hidrégeno o cualquier sustituyente, y pueden ser iguales o diferentes. Los
sustituyentes R’ y R® son preferentemente cada uno un grupo de hidrocarburo, y el grupo de hidrocarburo puede o
puede no estar sustituido con cualquier sustituyente. Ejemplos del grupo de hidrocarburo son los mismos que
aquellos enumerados en la descripcion anterior con respecto a R®, y el grupo de hidrocarburo es Ereferentemente un
grupo metilo, un grupo etilo o un grupo isopropilo. En este caso, ejemplos especificos de -NR'R inclu¥en un grupo
diisopropilamino, un grupo dietilamino y un grupo etilmetilamino. Alternativamente, los sustituyentes R" y R® juntos
(es decir, -NR'R® en conjunto) pueden formar un anillo que contiene nitrégeno (por ejemplo, un grupo piperidilo, un
grupo morfolino o similares) con un atomo(s) de nitrégeno a los que se unen.

Especificamente, el grupo protector de fosfato puede seleccionarse del grupo Il descrito mas adelante. El grupo Il
incluye, por ejemplo, -P(OCH2CH2CN)(N(i-Pr)2) y -P(OCHs3)(N(i-Pr)2). En la férmula anterior, i-Pr indica isopropilo.

En la férmula (l), por ejemplo, uno de R' y R?es H o un grupo protector, y el otro es H o un grupo protector de
fosfato. Por ejemplo, es preferible que, si R' es un grupo protector, R? sea H o un grupo protector de fosfato.
Especificamente, es preferible que si R esta seleccionado del grupo |, R? sea H o esté seleccionado del grupo 1.
Por tanto, es preferible que, por ejemplo, si R' es un grupo protector de fosfato, R? sea H 0 un grupo protector.
Especificamente, es preferible que si R’ se selecciona del grupo ll, R? sea H o se seleccione del grupo .

Ejemplos de la estructura de formula (Il) incluyen las siguientes formulas (1I-1) a (11-9). En las siguientes formulas, n'y
m son los mismos que en la férmula (11). En las siguientes formulas, q es un niumero entero de 0 a 10.

R2
™~ 2
O R
\O
o N
R,/\H/\”/ T/o N
n R
© (I T —1) o

(I 1-2)
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En las formulas (11-1) a (11-9), n, m y g no estan particularmente limitados, y son como se han descrito anteriormente.

10 Ejemplos especificos son del siguiente modo: en la férmula (11-1), n = 8; en la formula (II-2), n = 3; en la férmula (II-
3), n=4u 8; enlaformula (lI-4), n =7 u 8; en la férmula (II-5), n =3y m =4; en laféormula 5 (1I-6), n =8y m =4; en
la formula (11-7), n =8 y m =4; en la formula (II-8) ,n =5y m=4; y en la férmula (1-9) , g = 1 y m = 4. La siguiente
férmula (II-4a) muestra un ejemplo de féormula (11-4) (n = 8), y la siguiente formula (11-8a) muestra un ejemplo de
férmula (1-8) (n =5, m = 4).

s {11 —-9)

15
R—0
oA
R 7 \”/
o - e s e s (I1—24a)
. (CH2)40"'_R2
8]
° NH
R'—O(H,C): N

cv« (IT—8a)
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El mondmero incluye preferentemente, por ejemplo, la sustancia de marcado anteriormente descrita. Es
particularmente preferible que el mondmero incluya el isétopo estable anteriormente descrito. La sustancia de
marcado es como se ha descrito anteriormente.

Si el mondmero incluye un isétopo tal como el isétopo estable, el isétopo puede introducirse facilmente, por ejemplo,
a la molécula de PNmc de la presente invencion. EI mondmero que incluye un isétopo puede sintetizarse a partir de,
por ejemplo, un material de partida que tiene un esqueleto de pirrolidina al que se introduce el is6topo y un material
de partida que tiene un esqueleto de piperidina al que se introduce el is6topo. Ejemplos del material de partida que
tienen un esqueleto de pirrolidina incluyen prolina y prolinol.

Los siguientes esquemas ilustran como se sintetizan los mondmeros a los que se introduce un is6topo estable
usando, como materiales de partida, prolina y prolinol teniendo cada uno el is6topo estable introducido en el mismo.
Los siguientes esquemas son Unicamente ilustrativos.

C omtro v N w
HO " N 7
» P

L P T T & e
prolina-13C P 6 ' (', o
O\/\CN
0 : )
DMTrO
HO"L{D DMT,O,H‘\u 15']'
" (-Pr:N o 16N
prolina-15N (-Pr)N /OMC\‘O [ ¢
. li' , O e
Ocn

El prolinol que tiene un hidrégeno pesado (D) introducido en el mismo, que es un ejemplo de prolinol que tiene un
isétopo estable introducido en el mismo, puede prepararse tratando prolina con LiAIDs como se muestra, por
ejemplo, en el siguiente esquema.

LiAID4
OH —

La prolina que tiene un hidrégeno pesado (D) introducido en la misma, que es un ejemplo de prolina que tlene un
isétopo estable introducido en la misma, puede prepararse haciendo reaccionar éster metilico de prolina con H.'%0
bajo una condicién basica, como se muestra, por ejemplo, en el siguiente esquema.

condicion basica
Hz"’o

Pueden sintetizarse prolina con nitrégeno pesado ( N) introducido (prolina-15N) y prolinol con nitrégeno pesado
(*N) introducido (prolinol-15N), por ejemplo, segin el siguiente esquema. Especmcamente primero se hace
reaccionar furano o tetrahidrofurano con 15NH3 para preparar pirrol con nitro geno pesado ( N) introducido. Este se
formila entonces, obteniéndose asi 2-formilpirrol con nitrégeno pesado ( N) introducido. La prolina-15N puede
sintetizarse oxidando ésta a un acido carboxilico y luego reduuendo el resto de pirrol. Por tanto, el prolinol-15N
puede sintetizarse reduciendo el 2-formilpirrol con nitrégeno pesado ( N) introducido.

28



ES 2 528 285 T3

AN~ -
© 15 [0] f \ (H]
M N — |l N s OH
1/5N\ o [1;)\// 1ﬁ I {hOH

A — H
o 15N H, * prolina-15N
[H]

[ o
15N
H
prolinol-15N

Pueden sintetizarse prolina con carbono pesado (**C) introducido (prolina-13C) y prolinol con carbono pesado (**C)
5 introducido (prolinol-13C) por ejemplo, segun el siguiente esquema. Es decir, primero, el pirrol se formila con DMF
con carbono pesado (°C) introducido (DMF-13C), obteniéndose asi 2-formilpirrol con carbono pesado (°C)
introducido. La prolina-13C puede sintetizarse oxidando ésta a un acido carboxilico y luego reduciendo el resto de
pirrol. Por tanto, el prolinol-13C puede sintetizarse reduciendo el 2-formilpirrol con carbono pesado (130) introducido.

o]
N\ N —T 30/’
/ H

DMF-13C

@——-»

o

B M)
OHe—3
” 13~ N 13c,OI"l
1} H H
(o)

I=

prolina-13C

( >\ OH
N™ 13¢7
H Ha
i - ~ prolinol-13C
10
Un monoémero que tiene un isétopo estable introducido en el mismo puede sintetizarse en el modo anteriormente
descrito. Usando un monémero como amidito para la sintesis de acidos nucleicos puede sintetizarse una molécula
de acido nucleico en la que un isétopo estable se introduce en la region de ligador.
15

A continuacion, la presente invencion se describira en detalle con referencia a ejemplos y similares. Debe
observarse, sin embargo, que la presente invencion no se limita en absoluto a éstos.
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Ejemplos
(Ejemplo A1)
1. Sintesis de prolinol

El prolinol protegido con un grupo dimetoxitritilo se sintetizd segun el Esquema 1 mostrado a continuacion.

@Qf "-

Fmoc-OSu
\ ,—O /—O
4+ °\——->o N = pmrd
HO ';‘ Piridina Fmoc Fmoc
Fmoc O 3
2
DMTr.Cl
0\
r_(') Piperidina al 20% [_[)
- N
omto N DMF oMo
Fmac
3 4

Esquema 1

(1) Fmoc-L-prolinol (Compuesto 2)

Se disolvié L-prolinol (Compuesto 1) (0,61 g, 6,0 mmoles) en 70 ml de agua pura, preparando asi una disolucion
acuosa de L-prolinol. Se disolvio N-(9-fluorenilmetoxicarboniloxi)succinimida (Fmoc-OSu) (2,0 g, 6,0 mmoles) en 10
ml de THF. Esta disolucién de THF se afiadio a la disolucion acuosa de L-prolinol, y ésta se agité durante 1 hora de
manera que reaccionara el L-prolinol y la Fmoc-OSu. La disolucion de reaccion se separd en una fraccion liquida y
una fraccion precipitada. Estas fracciones se sometieron respectivamente a extraccion con acetato de etilo, y se
recogieron fases organicas respectivamente de las mismas. Las fases organicas asi obtenidas se mezclaron juntas,
y se afadio sulfato de sodio anhidro a las mismas para absorber la humedad (en lo sucesivo este procedimiento se
denomina procedimiento de “secado”). Las fases organicas se filtraron, y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La
sustancia residual obtenida se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: hexano : acetato de
etilo = 1:1). Asi se obtuvo el Compuesto 2 (1,4 g, rendimiento: 74 %). El resultado del analisis de RMN con respecto
a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCls): & 7,77 (2H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 7,60 (2H, d, J = 7,3 Hz, Ar-H), 7,40 (2H, t, J = 7,5 Hz, Ar-H), 7,31
(2H, t, J = 7,6 Hz, Ar-H), 4,40-4,50 (2H, m, COOCH), 4,22 (1H, t, J = 6,5 Hz, Ar-CH), 3,20-3,80 (5H, m, H-5, H-6),
1,75 (3H, m, H-3, H-4), 1,40 (1H, m, H-3).

(2) Fmoc-DMTr-L-prolinol (Compuesto 3)

Se disolvié Fmoc-L-prolinol (Compuesto 2) (1,4 g, 4,3 mmoles) en 20 ml de piridina y se destilé6 azeotropicamente
tres veces. La sustancia residual obtenida se disolvio en 20 ml de piridina. Mientras se agitaba esta disolucion en un
bafio de hielo bajo argon se afadié a la misma cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (DMTr-Cl) (1,8 g, 5,3 mmoles). La
reaccion en esta disolucion de reaccion se siguié por CCF usando cloroformo/metanol, y la reaccion se dejé avanzar
durante 4 horas hasta que ya no se observd una mancha del Fmoc-L-prolinol. Con el fin de extinguir el exceso de
DMTr-Cl se afadieron 3 ml de metanol a la disolucion de reaccion, y ésta se agité durante 10 minutos.
Adicionalmente se afiadié cloroformo a la disolucion de reaccion, y después se recogié una fase organica. La fase
organica recogida se lavo con solucion salina saturada, luego con una disolucion acuosa al 5 % de
hidrogenocarbonato de sodio, y de nuevo con solucién salina saturada. La fase organica asi lavada se secd con
sulfato de sodio anhidro. Entonces, la fase organica se filtré y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia
residual obtenida se purificod por cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: cloroformo, 1 % de piridina).
Asi se obtuvo el Compuesto 3 (2,0 g, rendimiento: 74 %). El resultado del andlisis de RMN con respecto a este
compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCls): 7,77 (2H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 7,60 (2H, d, J = 7,3 Hz, Ar-H), 7,40-7,18 (13H, m, Ar-H), 6,89 (4H,
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d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,20-4,40 (2H, m, COOCH,), 4,02 (1H, t, J = 6,5 Hz, Ar-CH), 3,80-3,10 (5H, m, H-5, H-6), 3,73
(s, 6H, OCHs), 1,84 (3H, m, H-3, H-4), 1,58 (1H, m, H-3).

(3) DMTr-L-prolinol (Compuesto 4)

Se disolvio Fmoc-DMTr-L-prolinol (Compuesto 3) (2,0 g, 3,2 mmoles) en 25 ml de una disolucién de DMF que
contenia 20 % de piperidina, y ésta se agitdé durante 12 horas. La disolucion se concentré a vacio, y la sustancia
residual obtenida se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo : metanol = 85 : 15, que
contenia 1 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 4 (1,0 g, rendimiento: 78 %). El resultado del analisis de RMN
con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN 'H (CDCl3) & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCHs), 3,31 (1H, m, H-6),
3,07 (2H, m, H-2, H-6), 2,90 (2H, m, H-5), 1,84 (3H, m, H-3, H-4), 1,40 (1H, m, H-3).

2. Sintesis de derivados de amidito
A continuacion, segun el Esquema 2 mostrado a continuacion, se sintetizaron derivados de amidito que tienen

prolinol. En lo sucesivo, el clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida se denomina “EDC” y la N,N-
dimetilaminopiridina (4-dimetilaminopiridina) se denomina “DMAP”.
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Esquema 2

(1) DMTr-amida-L-prolinol (Compuesto 5)

Se disolvieron DMTr-L-prolinol (Compuesto 4) (0,80 g, 2,0 mmoles), EDC (0,46 g, 2,4 mmoles) y DMAP (0,29 g, 2,4
mmoles) en 20 ml de diclorometano, y ésta se agité luego. Se afiadié acido 10-hidroxidecanoico (0,45 g, 2,4
mmoles) a esta disolucion, y ésta se agitd luego. La reaccion en esta disolucion de reaccién se siguié por CCF
usando acetato de etilo, y la reaccion se dejé avanzar durante 20 horas hasta que ya no se observé una mancha del
DMTr-L-prolinol. Entonces se afiadié diclorometano a la disolucién de reaccion, y luego se recogid una fase
organica. La fase organica recogida se lavo con solucion salina saturada y luego se secd con sulfato de sodio
anhidro. La fase organica se filtré y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia residual se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo, que contenia 1 % de piridina). Asi se obtuvo el
Compuesto 5 (0,71 g, rendimiento: 62 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se
muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): 6 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCHs), 3,68-2,93 (7H, m, H-
2, H-5, H-6), 2,27-1,72 (6H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,58 (4H, s, alquilo), 1,30 (10H, s, alquilo).

(2) DMTr-alquil-L-prolinol (Compuesto 6)

Se disolvi6 DMTr-L-prolinol (Compuesto 4) (0,80 g, 2,0 mmoles) en 15 ml de metanol. Se afadié 5-hidroxipentanal
(0,31 g, 3,0 mmoles) a la misma, y ésta se agit6 luego. Se afiadié cianoborohidruro de sodio (0,25 g, 4,0 mmoles) a
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esta disolucion, y ésta se agité adicionalmente. La reaccion en esta disolucion de reaccion se siguié por CCF usando
acetato de etilo/hexano, y la reaccion se dejé avanzar durante 24 horas hasta que ya no se observé una mancha del
DMTr-L-prolinol. Se afiadié acetato de etilo a la disolucidon de reaccion y se recogié una fase organica. La fase
organica recogida se lavo con solucién salina saturada y luego se secd con sulfato de sodio anhidro. La fase
organica se filtro y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia residual se purificé por cromatografia en
columna de gel de silice (hexano: acetato de etilo = 1 : 1, que contenia 1 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto
6 (0,62 g, rendimiento: 63 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a
continuacion. RMN "H(CDCls): & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCHj), 3,70-
2,86 (4H, m, CH.OH, H-6), 2,06-1,79 (5H, m, alquilo, H-2, H-5), 1,74-1,49 (6H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,45-1,27 (4H,
m, alquilo).

(3) DMTr-uretan-L-prolinol (Compuesto 7)

Se disolvié 1,4-butanodiol (0,90 g, 10 mmoles) en 30 ml de diclorometano. Se afadié carbonildiimidazol (1,4 g, 8,6
mmoles) adicionalmente a la misma, y ésta se agité durante 3 horas. Una fase organica de esta disolucion de
reaccion se lavd con solucion salina saturada, y luego se secé con sulfato de sodio anhidro. La fase organica se filtro
y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia residual se purifico por cromatografia en columna de gel de
silice (cloroformo : metanol = 9 : 1). Asi se obtuvo un compuesto en el que un extremo del 1,4-butanodiol se activod
con carbonildiimidazol (0,25 g, 1,5 mmoles). Este compuesto se disolvié en 15 ml de diclorometano. Se afhadié
DMTr-L-prolinol (Compuesto 4) (0,6 g, 1,5 mmoles) a la misma, y ésta se agité durante 24 horas. Adicionalmente se
afadié acetato de etilo a esta mezcla, y se recogié una fase organica. La fase organica recogida se lavo con
solucion salina saturada y luego se seco con sulfato de sodio anhidro. La fase organica se filtré y el filtrado obtenido
se concentrd a vacio. La sustancia residual se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (hexano :
acetato de etilo = 1:1, que contenia 1 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 7 (0,61 g, rendimiento: 77 %). El
resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion. RMN 'H (CDCls): § 7,40-
7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,24-3,94 (2H, m, COOCH), 3,78 (s, 6H, OCHj3), 3,72-2,96 (7H,
m, alquilo, H-2, H-5, H-6), 2,10-1,30 (8H, m, alquilo, H-3, H-4).

(4) DMTr-ureido-L-prolinol (Compuesto 8)

Se disolvieron DMTr-L-prolinol (Compuesto 4) (0,50 g, 1,2 mmoles) y trifosgeno (0,12 g, 0,40 mmoles) en 8 ml de
diclorometano y la mezcla resultante se agité en un bafio de hielo bajo argén. Se anadié N,N-diisopropiletilamina
(0,31 g, 2,4 mmoles) a la disolucion, y ésta se agité durante 1 hora. Entonces se afiadié 8-amino-1-octanol (0,17 g,
1,2 mmoles) adicionalmente a la misma, y ésta se agitdé durante 30 minutos en un bafio de hielo del mismo modo
que antes. Entonces, ésta se agitd adicionalmente a temperatura ambiente durante 20 horas. Se afadidé
diclorometano a la disolucion y se recogié una fase organica. La fase organica recogida se lavé con solucion salina
saturada y luego se seco con sulfato de sodio anhidro. La fase organica se filtrd y el filirado obtenido se concentré a
vacio. La sustancia residual se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (hexano: acetato de etilo = 4 :
1, que contenia 1 % de trietilamina). Asi se obtuvo el Compuesto 8 (0,44 g, rendimiento: 62 %). El resultado del
analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCls): & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H, OCHs), 3,68-3,25 (9H, m, CH2NH,
CH20H, H-2, H-5, H-6), 1,74-1,18 (16H, m, alquilo, H-3, H-4).

(5) Derivados de amidito que tienen prolinol (Compuestos 9 a 12)

Los Compuestos 9 a 12 se sintetizaron del siguiente modo usando los prolinoles modificados (Compuestos 5 a 8),
respectivamente, como materiales de partida. Cada uno de los prolinoles modificados y 5-benciltio-1H-tetrazol se
disolvieron en 3 ml de acetonitrilo. La cantidad del prolinol modificado usado fue la siguiente: Compuesto 5: 0,69 g
(1,2 mmoles); Compuesto 6: 0,60 g (1,2 mmoles); Compuesto 7: 0,60 g (1,2 mmoles); y Compuesto 8: 0,25 g (0,43
mmoles). La cantidad de 5-benciltio-1H-tetrazol usada fue: 0,15 g (0,78 mmoles) para los Compuestos 5 a 7; y 54
mg (0,15 mmoles) para el Compuesto 8. Bajo argon se afiadié N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidito de 2-cianoetilo
a la disolucion, y ésta se agité durante 2 horas. La cantidad de N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidito de 2-
cianoetilo afiadida fue: 0,54 g (1,8 mmoles) en sistemas usando los Compuestos 5a 7; y 0,19 g (0,64 mmoles) en un
sistema usando el Compuesto 8. Entonces se afiadid una disolucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato de
sodio a la disolucién y se extrajo una fase organica con diclorometano y se recogid. La fase organica recogida se
seco con sulfato de sodio anhidro. La fase organica se filtré y el filirado obtenido se concentré a vacio. La sustancia
residual se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (hexano : acetato de etilo = 1 : 1, que contenia 1 %
de trietilamina). Asi se obtuvieron los Compuestos 9 a 12. Los resultados del analisis de RMN con respecto a estos
compuestos se muestran a continuacion.

Amidito de DMTr-amida-L-prolinol (Compuesto 9, 0,60 g, rendimiento: 55 %). RMN H (CDCls): 6 7,40-7,14 (9H, m,

Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCH3), 3,68-2,93 (11H, m, CH,O, POCH;, CHCH3;, H-2, H-5, H-6),
2,58 (2H, m, CH,CN), 2,27-1,72 (6H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,58 (4H, s, alquilo), 1,30 (22H, s, alquilo, CHCHa).
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Amidito de DMTr-alquil-L-prolinol (Compuesto 10, 0,71 g, rendimiento: 60 %). RMN "H (CDCls): & 7,40-7,14 (9H, m,
Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCH3), 3,70-2,86 (8H, m, CH,O, POCH,, CHCHs, H-6), 2,58 (2H,
m, CH,CN), 2,06-1,79 (5H, m, alquilo, H-2, H-5), 1,74-1,49 (6H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,37-1,10 (16H, m, alquilo,

CHCHs3).
5
Amidito de DMTr-uretan-L-prolinol (Compuesto 11, 0,67 g, rendimiento: 52 %) RMN H (CDCls): 87,40-7,14 (9H, m,
Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,24-3,94 (2H, m, COOCHy), 3,78 (s, 6H, OCHj3), 3,72-2,96 (11H, m, CH-0O,
POCH,, CHCHjs, H-2, H-5, H-6), 2,58 (2H, m, CH,CN), 2,10-1,46 (8H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,34-1,10 (12H, m,
CHCHs3).
10

Amidito de DMTr-ureido-L-prolinol (Compuesto 12, 0,20 g, rendimiento: 61 %). RMN H (CDCl3): 6 7,40-7,14 (9H, m,
Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H, OCHg), 3,65-3,25 (13H, m, CH,0, POCH,, CHCHs;, H-2, CH>,NH, CH,OH, H-2,
H-5, H-6), 2,73 (2H, m, CH2CN), 2,10-1,48 (16H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,35-1,10 (12H, m, CHCHs).

15  (Ejemplo A2)

A continuacién se sintetizaron derivados de amidito que tienen L-prolina segun el Esquema 3 mostrado a
continuacion.
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(1) DMTr-hidroxiamida-amino-L-prolina (Compuesto 11)

Se afadié tampoén de acido acético (7 ml) a una disolucién de etanol (7 ml) que contenia DMTr-amida-L-prolina
(Compuesto 6) (1,00 g, 2,05 mmoles) y 5-hidroxipentanal (0,33 g, 3,07 mmoles) bajo enfriamiento con hielo. La
mezcla resultante se agité durante 20 minutos bajo enfriamiento con hielo. Después se afiadié adicionalmente
cianoborohidruro de sodio (0,77 g, 12,28 mmoles) a la misma, y ésta se agité6 durante 7 horas a temperatura
ambiente. La mezcla se diluyé con diclorometano, se lavé con agua y luego se lavd adicionalmente con solucion
salina saturada. Entonces, la fase organica se recogio y se sec6 con sulfato de sodio. La fase organica se filtro y el
disolvente en el filirado resultante se elimind mediante evaporacion a presién reducida. La sustancia residual
obtenida se aplicé a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: CH,Cl, : CH3OH = 98 : 2, que contenia
0,05 % de piridina). Entonces, el producto obtenido se aplicd a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente:
CHxCly: = CH3OH = 98 : 2, que contenia 0,05 % de piridina) y el producto obtenido se sometié adicionalmente a
cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: diclorometano : acetona = 7 : 3, que contenia 0,05 % de
piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 11 en forma de un jarabe incoloro (0,49 g, rendimiento: 41 %). EM (FAB+): m/z
575 (M), 303 (DMTr")

(2) Amidito de DMTr-amida-amino-L-prolina (Compuesto 12)

La DMTr-hidroxiamida-amino-L-prolina asi obtenida (Compuesto 11) (0,50 g, 0,87 mmoles) se mezclé6 con
acetonitrilo anhidro y la mezcla se sec6 azeotrépicamente a temperatura ambiente. A la sustancia residual obtenida
se afadid tetrazolida de diisopropilamonio (178 mg, 1,04 mmoles). La mezcla resultante se desaire6 a presion
reducida y se llené con argon gas. Se afadié acetonitrilo anhidro (1 ml) a la mezcla, y a la misma se afadio
adicionalmente una disolucién de acetonitrilo anhidro (1 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidito
(313 mg, 1,04 mmoles). Esta mezcla se agité durante 4 horas a temperatura ambiente en una atmdésfera de argoén.
Entonces, la mezcla se diluyé con diclorometano y ésta se lavé con disolucidon acuosa saturada de bicarbonato
sédico y luego con solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se seco con sulfato de sodio. Después,
la fase organica se filtré. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. La
sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna usando aminosilice como carga (eluyente: hexano
:acetona =7 : 3, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 12 en forma de un jarabe incoloro
(0,57 g, pureza: 93 %, rendimiento: 79 %). La pureza se midié por HPLC (en lo sucesivo igual). El resultado del
analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,32 (m, 4H, Ar-H), 7,25-7,27 (m, 2H, Ar-H), 7,18-7,21 (m, 1H, Ar-
H), 6,80-6,84 (m, 4H, Ar-H), 3,73-3,84 (m, 1H), 3,79 (s, 6H, OCHj3), 3,47-3,64 (m, 3H), 3,12-3,26 (m, 2H), 3,05 (t, J =
6,4 Hz, 2H, CH>), 2,98-2,02 (m, 2H), 2,61 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH>), 2,55-2,63 (m, 2H), 2,27-2,42 (m, 1H, CH), 2,31 (t,
7,8 Hz, 2H, CH>), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,40-1,90 (m, 8H), 1,23-1,33 (m, 5H), 1,14-1,20 (m, 12H, CH3);

RMN P (CDCl3): & 146,91;

EM (FAB+): m/z 774 (M"), 303 (DMTr"), 201 (CsH1sN,OP™).

(3) DMTr-hidroxiamida-carbamoil-L-prolina (Compuesto 13)

A una disolucién de acetonitrilo anhidro (10 ml) en la que se habia disuelto la DMTr-amida-L-prolina (Compuesto 6)
(1,00 g, 2,05 mmoles) se afadié disolucién de acetonitrilo anhidro (20 ml) en la que se habia disuelto 1-
imidazolilcarboniloxi-8-hidroxioctano (1,12 g, 4,92 mmoles) a temperatura ambiente en una atmdsfera de argon. Esta
mezcla se calenté a 40 °C a 50 °C durante 2 dias, y luego se dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 dias. El
disolvente en la mezcla se elimind mediante evaporaciéon a presion reducida. La sustancia residual obtenida se
aplicé a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: diclorometano : acetona =4 : 1, que contenia 0,05 %
de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 13 en forma de un jarabe incoloro (0,68 g, rendimiento: 50 %). El resultado
del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,40-7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 6H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,79-6,82 (m, 4H, Ar-
H), 4,23-4,30 (m, 1H), 4,05-4,10 (m, 2H), 3,79 (s, 6H, OCHzs), 3,60-3,65 (m, 2H), 3,32-3,55 (m, 2H), 3,16-3,29 (m,
2H), 3,01-3,07 (m, 2H), 2,38-2,40 (m, 1H, CH), 1,83-1,90 (m, 2H), 1,57-1,69 (m, 8H), 1,26-1,36 (m, 2H);

EM (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTTr").

(4) Amidito de DMTr-amida-carbamoil-L-prolina (Compuesto 14)

La DMTr-hidroxiamida-carbamoil-L-prolina asi obtenida (Compuesto 13) (0,63 g, 1,00 mmoles) se mezcldé con
piridina anhidra, y la mezcla resultante se secé azeotrépicamente a temperatura ambiente. Se afiadi6 tetrazolida de
diisopropilamonio (206 mg, 1,20 mmoles) a la sustancia residual obtenida, y la mezcla resultante se desaire6 a
presién reducida y se llend con argén gas. Se afiadio acetonitrilo anhidro (1 ml) a la mezcla, y adicionalmente se
afiadi6 a la misma wuna disolucion de acetonitrilo anhidro (1 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidito (282 mg, 1,12 mmoles). Esta mezcla se agit6é durante 4 horas a temperatura ambiente
en una atmosfera de argon. Entonces, la mezcla se diluyd con diclorometano y ésta se lavo con disolucion acuosa
saturada de bicarbonato sédico y luego con solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se sec6 con
sulfato de sodio. Después, la fase organica se filir6. El disolvente en el filtrado obtenido se elimin6 mediante
evaporacion a presion reducida. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna usando
aminosilice como carga (eluyente: hexano : acetona = 7 : 3, que contenia 0,5 % de piridina). Asi se obtuvo el
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Compuesto 14 en forma de un jarabe incoloro (0,74 g, pureza: 100 %, rendimiento: 87 %). El resultado del analisis
de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN P (CDCl3): & 147,19;

EM (FAB+): m/z 860 (M"), 303 (DMTr"), 201 (CsH1sN,OP™).

(5) DMTr-t-butil-dimetil-siloxi-amida-ureido-L-prolina (Compuesto 15)

Se afadié una disolucion de tetrahidrofurano anhidro (10 ml) a trifosgeno (1,22 g, 4,10 mmoles) bajo enfriamiento
con hielo en una atmésfera de argon. Una disolucion de tetrahidrofurano anhidro (10 ml) en la que se habian disuelto
DMTr-amida-L-prolina (Compuesto 6) (1,00 g, 2,05 mmoles) y DIEA (9,80 g, 75,8 mmoles) se instil6 en esta mezcla
bajo enfriamiento con hielo en una atmdsfera de argén durante 30 minutos. Después, ésta se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente. Una disolucién de tetrahidrofurano anhidro (20 ml) en la que se habia disuelto 10-amino-1-t-
butildimetilsiloxidecano (2,66 g, 10,25 mmoles) y DIEA (3,20 g, 24,76 mmoles) se instil6 en la mezcla bajo
enfriamiento con hielo en una atmdésfera de argén durante 45 minutos. Entonces, la mezcla se agité durante la noche
a temperatura ambiente en una atmdésfera de argén. Esta mezcla se diluyé con acetato de etilo (200 ml) y se recogio
una fase organica. La fase organica se lavd con disolucion acuosa saturada de bicarbonato sédico y luego se lavo
adicionalmente con solucion salina saturada. Entonces, la fase organica se recogio y se seco con sulfato de sodio.
La fase organica se filtro y el disolvente en el filtrado obtenido se eliminé mediante evaporacion a presion reducida.
La sustancia residual obtenida se aplico a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: diclorometano
acetona = 4 : 1, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 15 en forma de un jarabe incoloro
(0,87 g, rendimiento: 55 %).

(6) Compuesto de DMTr-hidroxi-amida-ureido-L-prolina (16)

A la DMTr-t-butil-dimetil-siloxi-amida-ureido-L-prolina asi obtenida (15) (0,87 g, 1,12 mmoles) se afadié6 una
disolucion de tetrahidrofurano anhidro- diclorometano (10 ml) a temperatura ambiente en una atmoésfera de argon. A
la mezcla se afiadié una disolucion de tetrahidrofurano que contenia 1 mol/l de fluoruro de tetrabutilamonio (4,69 mli,
Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.), y ésta se agité durante 3 dias a temperatura ambiente en una atmdsfera de
argon. La mezcla se diluy6 con diclorometano (150 ml), y ésta se lavé con agua y luego adicionalmente se lavo con
solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se seco con sulfato de sodio. Después, la fase organica se
filtré. El disolvente en el filtrado obtenido se eliminé mediante evaporacion a presion reducida. La sustancia residual
obtenida se aplicod a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: diclorometano : acetona = 1 : 1, que
contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 16 en forma de un jarabe incoloro (0,68 g, rendimiento: 92
%). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 4H, Ar-H), 7,19-7,26 (m, 2H, Ar-H), 7,19-7,21 (m, 1H, Ar-
H), 6,80-6,83 (m, 4H, Ar-H), 4,34 (t, 2H, CH>), 3,79 (s, 6H, OCHs), 3,63 (d, 1H, J = 6,4 Hz, CH,), 3,61 (d, 1H, J=6,4
Hz, CHy), 3,34-3,37 (m, 1H, CH), 3,16-3,27 (m, 5H), 3,04 (t, J = 5,9 Hz, 2H, CHy), 2,38-2,45 (m, 1H, CH), 1,83-2,05
(m, 3H), 1,45-1,64 (m, 8H), 1,25-1,38 (m, 7H).

(7) Amidito de DMTr-amida-ureido-L-prolina (Compuesto 17)

La DMTr-hidroxi-amida-ureido-L-prolina asi obtenida (Compuesto 16) (0,62 g, 0,94 mmoles) se mezclé con
acetonitrilo anhidro, y la mezcla resultante se secé azeotrépicamente a temperatura ambiente. Se afiadio tetrazolida
de diisopropilamonio (192 mg, 1,12 mmoles) a la sustancia residual obtenida, y la mezcla resultante se desaire6 a
presién reducida y se llend con argoén gas. Se afiadio acetonitrilo anhidro (1 ml) a la mezcla, y adicionalmente se
afiadi6 a la misma wuna disolucion de acetonitrilo anhidro (1 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidito (282 mg, 1,12 mmoles). Esta se agité durante 4 horas a temperatura ambiente en una
atmosfera de argén. Entonces, la mezcla se diluyd con diclorometano y ésta se lavé con disolucion acuosa saturada
de bicarbonato sédico y luego con solucién salina saturada. Se recogié una fase organica y se seco con sulfato de
sodio. Después, la fase organica se filtro. El disolvente en el filirado obtenido se elimind mediante evaporacion a
presién reducida. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna usando aminosilice como
carga (eluyente: hexano : acetona = 1 : 1, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 17 en forma
de un jarabe incoloro (0,77 g, pureza: 88 %, rendimiento: 84 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a
este compuesto se muestra a continuacion.

RMN P (CDCls3): & 147,27;

EM (FAB+): m/z 860 (M"+1), 303 (DMTr"), 201 (CgH1oN-OP").

(Ejemplo A3) Sintesis de prolina-diamida-amidito

Con el fin de producir una molécula de acido nucleico de la presente invencién que incluyera un ligador que tiene un
esqueleto de prolina, L-prolina-diamida-amidito y D-prolina-diamida-amidito se sintetizaron segun el Esquema 3.

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 528 285 T3

(A3-1) L-prolina-diamida-amidito
(1) Fmoc-hidroxiamida-L-prolina (Compuesto 4)

Se us6 el Compuesto 2 (Fmoc-L-prolina) en el Esquema 3 como material de partida. Se mezclaron juntos el
Compuesto 2 (10,00 g, 29,64 mmoles), 4-amino-1-butanol (3,18 g, 35,56 mmoles) y 1-hidroxibenzotriazol (10,90 g,
70,72 mmoles). La mezcla se desaire6 a presion reducida y se llend con argén gas. Se afadié acetonitrilo anhidro
(140 ml) a la mezcla a temperatura ambiente, y adicionalmente se afiadio a la misma una disolucién de acetonitrilo
anhidro (70 ml) de diciclohexilcarbodiimida (7,34 g, 35,56 mmoles). Después, ésta se agitdé durante 15 horas a
temperatura ambiente en una atmosfera de argén. Después de completarse la reaccion, el precipitado generado se
elimind por filtracion, y el disolvente en el filtrado recogido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. Se
afiadio diclorometano (200 ml) a la sustancia residual obtenida y la mezcla se lavé con disolucion acuosa saturada
de bicarbonato sadico (200 ml). Entonces se recogié una fase organica y se secé con sulfato de magnesio. Después,
la fase organica se filtré y el disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion reducida.
Se afadi6 éter dietilico (200 ml) a la sustancia residual, convirtiéndose asi la sustancia residual en polvo. El polvo
asi obtenido se recogid por filtracion. Asi se obtuvo el Compuesto 4 en forma de polvo incoloro (10,34 g,
rendimiento: 84 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.
RMN "H (CDCl3): § 7,76-7,83 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,38-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,33 (m, 2H, Ar-
H), 4,40-4,46 (m, 1H, CH), 4,15-4,31 (m, 2H, CH,), 3,67-3,73 (m, 2H, CHy), 3,35-3,52 (m, 2H, CH,), 3,18-3,30 (m,
2H, CHy), 2,20-2,50 (m, 4H), 1,81-2,03 (m, 3H), 1,47-1,54 (m, 2H);

EM (FAB+): m/z 409 (M+H").

(2) DMTr-amida-L-prolina (Compuesto 6)

Se mezclé Fmoc-hidroxi amida-L-prolina (Compuesto 4) (7,80 g, 19,09 mmoles) con piridina anhidra (5 ml) y la
mezcla resultante se secé azeotrépicamente dos veces a temperatura ambiente. A la sustancia residual obtenida se
afadieron cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (8,20 g, 24,20 mmoles), DMAP (23 mg, 0,19 mmoles) y piridina anhidra (39
ml). Esta mezcla se agit6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se afiadié metanol (7,8 ml) a la misma, y
ésta se agitd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Esta mezcla se diluyd con diclorometano (100 ml) y se
lavé con disolucion acuosa saturada de bicarbonato sédico (150 ml). Después se separ6 una fase organica. La fase
organica se seco6 con sulfato de sodio y luego se filtr6. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante
evaporacion a presion reducida. Se afiadieron dimetilformamida anhidra (39 ml) y piperidina (18,7 ml, 189 mmoles) a
la sustancia residual sin purificar asi obtenida, y ésta se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
completarse la reaccién, el disolvente en la mezcla se elimind mediante evaporacién a presion reducida a
temperatura ambiente. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna de gel de silice (marca
registrada: Wakogel C-300, eluyente: CH2Cl, : CH3OH =9 : 1, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el
Compuesto 6 en forma de un aceite amarillo claro (9,11 g, rendimiento: 98 %). El resultado del analisis de RMN con
respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl): & 7,39-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,30 (d, J = 8,8 Hz, 4H, Ar-H), 7, 21 (tt, 1H, 4,9, 1,3 Hz, Ar-H), 6,81 (d, J
= 8,8 Hz, 4H, Ar-H), 3,78 (s, 6H, OCHz), 3,71 (dd, H, J = 6,3 Hz, 5,4 Hz, CH), 3,21 (2H, 12,9, 6,3 Hz, 2H, CH,), 3,05
(t, J =6,3 Hz, 2H, CH>), 2,85-2,91 (m, 2H, CHy), 2,08-2,17 (m, 1H, CH), 1,85-2,00 (m, 3H), 1,55-1,65 (m, 5H):

EM (FAB+); m/z 489 (M+H"), 303 (DMTr").

(3) DMTr-hidroxi-diamida-L-prolina (Compuesto 8)

Se prepar6 una disolucion de diclorometano anhidro mezclando la DMTr-amida-L-prolina asi obtenida (Compuesto
6) (6,01 g, 12,28 mmoles), EDC (2,83 g, 14,74 mmoles), 1-hidroxibenzotriazol (3,98 g, 29,47 mmoles) y trietilamina
(4,47 g, 44,21 mmoles) en diclorometano anhidro (120 ml). A esta disolucion se afiadié adicionalmente acido 6-
hidroxihexanoico (1,95 g, 14,47 mmoles) a temperatura ambiente en una atmdsfera de argon, y ésta se agitd luego
durante 1 hora a temperatura ambiente en una atmdsfera de argén. La mezcla se diluy6 con diclorometano (600 ml),
y ésta se lavo tres veces con solucién salina saturada (800 ml). Entonces se recogié una fase organica. La fase
organica se sec6 con sulfato de sodio y luego se filtr6. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante
evaporacion a presion reducida. Asi se obtuvo el Compuesto 8 en forma de una espuma amarilla clara (6,29 g,
rendimiento: 85 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.
RMN "H (CDCl3): § 7,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 4H, Ar-H), 7,19-7,26 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-
H), 6,79-6,82 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (m, 1H, CH), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,61 (t, 2H, J = 6,4 Hz, CH>), 3,50-3,55 (m,
1H, CH), 3,36-3,43 (m, 1H, CH), 3,15-3,24 (m, 2H, CH,), 3,04 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CH>), 2,38-2,45 (m, 1H, CH), 2,31 (1,
6,8 Hz, 2H, CHy), 2,05-2,20 (m, 1H, CH), 1,92-2,00 (m, 1H, CH), 1,75-1,83 (m, 1H, CH), 1,48-1,71 (m, 8H), 1,35-1,44
(m, 2H, CHy);

EM (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTTr").

(4) Amidito de DMTr-diamida-L-prolina (Compuesto 10)
La DMTr-hidroxi-diamida-L-prolina asi obtenida (Compuesto 8) (8,55 g, 14,18 mmoles) se mezclé con acetonitrilo

anhidro, y la mezcla resultante se sec6 azeotropicamente tres veces a temperatura ambiente. A la sustancia residual
obtenida se afiadio tetrazolida de diisopropilamonio (2,91 g, 17,02 mmoles). La mezcla resultante se desaired a
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presion reducida y se llené con gas argon. Se afadioé acetonitrilo anhidro (10 ml) a la mezcla, y adicionalmente se
afiadi6 a la misma wuna disolucion de acetonitrilo anhidro (7 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidito (5,13 g, 17,02 mmoles). Esta mezcla se agit6é durante 2 horas a temperatura ambiente
en una atmosfera de argdén. Entonces, la mezcla se diluyd con diclorometano y ésta se lavo tres veces con
disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (200 ml) y luego con solucién salina saturada (200 ml). Se recogi6
una fase organica y se seco con sulfato de sodio. Después, la fase organica se filtr6. El disolvente en el filtrado
obtenido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. La sustancia residual obtenida se aplico a
cromatografia en columna usando gel de aminosilice como carga (eluyente: hexano : acetato de etilo = 1 : 3, que
contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 10 en forma de un jarabe incoloro (10,25 g, pureza: 92 %,
rendimiento: 83 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.
RMN "H (CDCl3): § 7,40-7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,31 (m, 4H, Ar-H), 7,25-7,27 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-
H), 6,80-6,82 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (m, 1H, CH), 3,75-3,93 (m, 4H), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,45-3,60 (m, 4H), 3,35-
3,45 (m, 1H, CH), 3,20-3,29 (m, 1H), 3,04 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CHy), 2,62 (t, J = 5,8 Hz, 2H, CH,), 2,40-2,44 (m, 1H,
CH), 2,31 (t, 7,8 Hz, 2H, CHy), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,92-2,02 (m, 1H, CH), 1,70-1,83 (m, 1H, CH), 1,51-1,71 (m,
8H), 1,35-1,44 (m, 2H, CH), 1,18 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CHs3), 1,16 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH3);

RMN P (CDCl3): Msg 147,17

EM (FAB+): m/z 802 (M"), 303 (DMTr"), 201 (CsH1sN,OP™).

(A3-2) D-prolina-diamida-amidito
(1) Fmoc-hidroxiamida-D-prolina (Compuesto 3)

Se us6 el Compuesto 1 (Fmoc-D-prolina) en el Esquema 3 como material de partida. La mezcla de Compuesto 1
(1,5 g, 4,45 mmoles), diciclohexilcarbodiimida (1,1 g, 5,34 mmoles) y 1-hidroxibenzotriazol (1,5 g, 10,69 mmoles) se
desaire6 a presion reducida y se llend con argon gas. Se afadid acetonitrilo anhidro (24 ml) a la mezcla a
temperatura ambiente, y adicionalmente se afiadié a la misma una disolucion de acetonitrilo anhidro (6 ml) de 4-
amino-1-butanol (0,48 g, 5,34 mmoles). Después, ésta se agitd durante 15 horas a temperatura ambiente en una
atmodsfera de argén. Después de completarse la reaccion, el precipitado generado se elimind por filtracion, y el
disolvente en el filtrado recogido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. Se afiadié diclorometano a la
sustancia residual obtenida, y la mezcla se lavé tres veces con tampén de acido acético (pH4,0) y adicionalmente se
lavo tres veces con disolucién acuosa saturada de bicarbonato sédico. Entonces se recogié una fase organica y se
seco con sulfato de magnesio. Después, la fase organica se filtr6 y el disolvente en el filtrado obtenido se elimind
mediante evaporacion a presion reducida. Se afiadio éter dietilico (50 ml) a la sustancia residual, convirtiéndose asi
la sustancia residual en polvo. El polvo asi obtenido se recogi6 por filtracion. Asi se obtuvo el Compuesto 3 en forma
de un polvo blanco. El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.
RMN "H (400 MHz, CDCl3): § 7,77 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,58 (a, 2H); 7,41 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 7,32 (t, J = 7,3 Hz, 2H);
4,25-4,43 (m, 4H); 3,25-3,61 (m, 6H); 1,57-1,92 (m, 8H).

EM (FAB+): m/z 409 (M+H").

(2) DMTr-amida-D-prolina (Compuesto 5)

Se mezclé Fmoc-hidroxiamida-D-prolina (Compuesto 3) (1,0 g, 2,45 mmoles) con piridina anhidra (5 ml), y la mezcla
resultante se secd azeotropicamente dos veces a temperatura ambiente. A la sustancia residual obtenida se
afadieron cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (1,05 g, 3,10 mmoles), DMAP (3 mg, 0,024 mmoles) y piridina anhidra (5 ml).
Esta mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Después se afiadié metanol (1 ml) a la misma, y ésta
se agitdé durante 30 minutos a temperatura ambiente. Esta mezcla se diluyé con diclorometano y ésta se lavé con
disolucion acuosa saturada de bicarbonato sodico. Después se separd una fase organica. La fase organica se seco
con sulfato de sodio y luego se filtré. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion
reducida. Se afiadieron dimetilformamida anhidra (5 ml) y piperidina (2,4 ml, 24 mmoles) a la sustancia residual sin
purificar asi obtenida, y ésta se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de completarse la reaccion,
el disolvente en la mezcla se elimind mediante evaporacion a presion reducida a temperatura ambiente. La sustancia
residual obtenida se aplico a cromatografia en columna de gel de silice (marca registrada Wakogel C-300, eluyente:
CHxCI; : CH3OH = 9 : 1, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 5 en forma de un aceite
amarillo claro (1,26 g, rendimiento: 96 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se
muestra a continuacion.

RMN "H (400 MHz, CDCls): & 7,62 (a, 1H); 7,41-7,44 (m, 2H); 7,26-7,33(m, 6H); 7,17-7,22 (m, 1H); 6,80-6,84 (m,
4H); 3,78 (s, 6H); 3,71 (dd, J = 8,8, 5,4 Hz, 1H); 3,22 (q, 6,5 Hz, 2H); 3,07 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,97-3,03 (m, 1H); 2,85-
2,91 (m, 1H); 1,85-2,15 (m, 3H); 1,55-1,73 (m, 6H).

EM (FAB+): m/z 489 (M+H"), 303 (DMTr").

(3) DMTr-hidroxidiamida-D-prolina (Compuesto 7)
Se preparé una disolucion de diclorometano anhidro mezclando la DMTr-amida-D-prolina asi obtenida (Compuesto
5) (1,2 g, 2,45 mmoles), EDC (566 mg, 2,95 mmoles), 1-hidroxibenzotriazol (796 mg, 5,89 mmoles) y trietilamina (1,2

ml, 8,84 mmoles) en diclorometano anhidro (24 ml). A esta disolucion se afiadié adicionalmente acido 6-
hidroxihexanoico (390 mg, 2,95 mmoles) a temperatura ambiente en una atmdsfera de argon, y ésta se agitd luego
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durante 1 hora a temperatura ambiente en una atmdsfera de argén. La mezcla se diluyd con diclorometano y ésta se
lavo tres veces con disolucion acuosa saturada de bicarbonato sddico. Se recogié una fase organica y se secé con
sulfato de sodio. Después, la fase organica se filir6. El disolvente en el filtrado obtenido se elimin6 mediante
evaporacion a presion reducida. Asi se obtuvo el Compuesto 7 en forma de un aceite amarillo claro (1,4 g,
rendimiento: 95 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.
RMN "H (400 MHz, CDCls): & 7,40-7,43 (m, 2H); 7,25-7,32 (m, 6H); 7,17-7,22 (m, 1H); 6,79-6,83 (m, 4H); 3,79 (s,
6H); 3,58-3,63 (m, 2H); 3,49-3,55 (m, 1H); 3,15-3,26 (m, 2H); 3,02-3,07 (m, 2H); 2,30-2,33 (m, 2H); 2,11-2,20 (m,
1H); 1,50-1,99 (m, 13H); 1,36-1,43 (m, 2H);

EM (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTTr").

(4) Amidito de DMTr-diamida-D-prolina (Compuesto 9)

La DMTr-hidroxidiamida-D-prolina asi obtenida (Compuesto 7) (1,2 g, 1,99 mmoles) se mezcld con acetonitrilo
anhidro, y la mezcla resultante se secé azeotropicamente tres veces a temperatura ambiente. Se afiadio tetrazolida
de diisopropilamonio (410 mg, 2,40 mmoles) a la sustancia residual obtenida. La mezcla resultante se desaire6 a
presion reducida y se llené con argon gas. Se afiadio acetonitrilo anhidro (2,4 ml) a la mezcla, y adicionalmente se
afiadio a la misma 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidito (722 mg, 2,40 mmoles). Esta mezcla se agité
durante 2 horas a temperatura ambiente en una atmdsfera de argdén. Entonces, la mezcla se diluyé con
diclorometano y ésta se lavo tres veces con disolucion acuosa saturada de bicarbonato sédico y luego se lavé con
solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se seco con sulfato de sodio. Después, la fase organica se
filtré. El disolvente en el filtrado obtenido se eliminé mediante evaporacién a presion reducida. La sustancia residual
obtenida se aplicé a cromatografia en columna usando gel de aminosilice como carga (eluyente: hexano : acetato de
etilo = 1 : 3). Asi se obtuvo el Compuesto 9 en forma de un aceite incoloro (1,4 g, pureza: 95 %, rendimiento: 83 %).
El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (400 MHz, CDCls): & 7,40-7,43 (m, 2H); 7,25-7,32 (m, 6H); 7,14-7,21 (m, 1H); 6,80-6,83 (m, 4H); 3,80-3,85
(m, 2H); 3,79 (s, 6H); 3,49-3,65 (m, 5H); 3,02-3,06 (m, 2H); 2,60-2,63 (m, 2H); 2,29-2,33 (m, 2H); 1,77-1,82 (m, 2H);
1,56-1,68 (m, 8H); 1,38-1,43 (m, 2H); 1,15-1,29 (m, 18H);

RMN *'P (162 MHz, CDCls): 5 146,94

EM (FAB+): m/z 802 (M"), 303 (DMTr"), 201 (CsH1sN,OP™).

(Ejemplo A4)

Con el fin de producir una molécula de acido nucleico de la presente invencién que incluyera un ligador que tiene un
esqueleto de prolina, L-prolina-diamida-amidito (tipo B) se sintetizd segun el Esquema 4 mostrado a continuacion.
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L-prolina-diamida-amidito (tipo B)
Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonilo TBDMS: terc-butildimetilsililo

DMTr: 4,4'-
dimetoxitritilo

Esquema 4
(1) Fmoc-t-butil-dimetil-siloxi-amida-L-prolina (Compuesto 18)

Se mezclaron juntos Fmoc-hidroxiamida-L-prolina (Compuesto 4) (2,00 g, 30 mmoles), cloruro de t-butildimetilsililo
(1,11 g, 35 mmoles) e imidazol (10,90 g, 71 mmoles). La mezcla se desaired a presion reducida y se llend con argon
gas. Se afnadi6é acetonitrilo anhidro (20 ml) a la mezcla a temperatura ambiente, y ésta se agité durante la noche a
temperatura ambiente en una atmdsfera de argéon. Después de completarse la reaccion se afadié diclorometano
(150 ml) a la mezcla. La mezcla resultante se lavo tres veces con agua y luego con solucién salina saturada. Se
recogio una fase organica y se seco con sulfato de magnesio. Después, la fase organica se filtrd. El disolvente en el
filtrado obtenido se eliminé mediante evaporacion a presion reducida, y la sustancia residual se aplico a
cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: CH,Cl,: CH3OH = 95 : 5). Asi se obtuvo el Compuesto 18 en
forma de un jarabe incoloro (2,35 g, rendimiento: 92 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este
compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,76-7,78 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,38-7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,34 (m, 2H, Ar-
H), 4,10-4,46 (m, 4H, CHy), 3,47-3,59 (m, 4H, CHy), 3,20-3,26 (m, 2H, CH), 1,85-1,95 (m, 2H), 1,42-1,55 (m, 6H),
0,96 (s, 9H, t-Bu), 0,02 (s, 6H, SiCH3);

EM (FAB+): m/z 523 (M+H").

(2) t-butil-dimetil-siloxi-amida-L-prolina (Compuesto 19)

A la Fmoc-t-butil-dimetil-siloxi-amida-L-prolina asi obtenida (Compuesto 18) (1,18 g, 2,5 mmoles) se afiadieron
acetonitrilo anhidro (5 ml) y piperidina (2,4 ml), y ésta se agit6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
completarse la reaccion se afiadié acetonitrilo (50 ml) a la mezcla, y la materia insoluble se elimind por filtracion. El
disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. La sustancia residual obtenida
se aplicé a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: CHxCl, : CH3OH = 9 : 1). Asi se obtuvo el
Compuesto 19 en forma de un jarabe incoloro (0,61 g, rendimiento: 90 %). El resultado del analisis de RMN con
respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl): & 3,71 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 5,2 Hz, CH), 3,61-3,64 (m, 2H, CHy), 3,22-3,28 (m, 2H, CHy), 2,98-3,04
(m, 1H, CH), 2,86-2,91 (m, 1H, CH), 2,08-2,17 (m, 1H, CH), 1,86-1,93 (m, 1H, CH), 1,66-1,75 (m, 2H, CH>), 1,52-
1,57 (m, 4H), 0,89 (s, 9H, t-Bu), 0,05 (s, 6H, SiCHz3);

EM (FAB+); m/z 301 (M+H").
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(3) t-butil-dimetil-siloxi-amida-hidroxi-amida-L-prolina (Compuesto 20)

Se preparé una disolucién de diclorometano anhidro mezclando la t-butil-dimetil-siloxi-amida-L-prolina asi obtenida
(Compuesto 19) (550 mg, 1,8 mmoles), acido 6-hidroxihexanoico (300 mg, 2,3 mmoles), EDC (434 mg, 2,3 mmoles)
y 1-hidroxibenzotriazol (695 mg, 4,5 mmoles) en diclorometano anhidro (20 ml). Se afiadi6 trietilamina (689 mg, 6,8
mmoles) a esta disolucion a temperatura ambiente en una atmosfera de argén, y entonces ésta se agité durante la
noche a temperatura ambiente en una atmoésfera de argén. La mezcla se lavd con solucion salina saturada. Se
recogio una fase organica, y la fase organica recogida se seco con sulfato de sodio. Después, la fase organica se
filtré. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. La sustancia residual
obtenida se aplicé a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: CH,Cl, : CH3OH =9 : 1). Asi se obtuvo el
Compuesto 20 en forma de un jarabe incoloro (696 mg, rendimiento: 92 %). El resultado del andlisis de RMN con
respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCla): & 4,54 (d, 1H, CH), 3,58-3,67 (m, 5H), 3,52-3,56 (m, 1H, CH), 3,32-3,39 (m, 1H), 3,20-3,25 (m, 2H),
2,40-2,43 (m, 1H, CH), 2,33 (t, J = 7,3 Hz, 2H, CHy), 2,05-2,25 (m, 2H), 1,93-2,03 (m, 1H, CH), 1,75-1,85 (m, 1H,
CH), 1,50-1,73 (m, 8H), 1,37-1,46 (m, 2H, CH), 0,87 (s, 9H, t-Bu), 0,04 (s, 6H, SiCHz);

EM (FAB+): m/z 415 (M*+1).

(4) DMTr-hidroxi-diamida-L-prolina (tipo B) (Compuesto 21)

La t-butil-dimetil-siloxi-amida-hidroxi-amida-L-prolina asi obtenida (Compuesto 20) (640 mg, 1,54 mmoles) se mezcld
con piridina anhidra (1 ml) y ésta se secd azeotropicamente a temperatura ambiente. A la sustancia residual
obtenida se afiadieron cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (657 mg, 1,85 mmoles), DMAP (2 mg) y piridina anhidra (5 ml), y
ésta se agitoé durante 4 horas a temperatura ambiente. Después se afadié metanol (1 ml) a la misma, y ésta se agitd
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se diluyé con diclorometano y ésta se lavd con disolucion
acuosa saturada de bicarbonato sodico. Se recogié una fase organica y se seco con sulfato de sodio. Después, la
fase organica se filtrd. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion reducida. A la
sustancia residual obtenida se afiadieron acetonitrilo anhidro (5 ml) y una disolucién de tetrahidrofurano que contenia
1 mol/l de fluoruro de tetrabutilamonio (1,42 ml, fluoruro de tetrabutilamonio 1,42 mmoles), y ésta se agité durante la
noche a temperatura ambiente. Después de completarse la reaccion se afiadié acetato de etilo (100 ml) a la mezcla.
La mezcla resultante se lavé con agua y luego con solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se seco
con sulfato de sodio. Después, la fase organica se filtro. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante
evaporacion a presion reducida. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna de gel de silice
(eluyente: CH2Cl,: CH3OH = 95 : 5, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 21 en forma de un
jarabe incoloro (680 mg, rendimiento: 73 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se
muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,41-7,44 (m, 2H, Ar-H), 7,26-7,33 (m, 4H, Ar-H), 7,18-7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-
H), 6,80-6,84 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (d, 6,8 Hz, 1H, CH), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,61 (dd, 2H, J = 11 Hz, 5,4 Hz, CH,),
3,50-3,54 (m, 1H, CH), 3,36-3,43 (m, 1H, CH), 3,20-3,26 (m, 2H, CHy), 3,05 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH,), 2,38-2,45 (m,
1H, CH), 2,30 (t, J = 7,8 Hz, 2H, CHy), 2,05-2,25 (m, 1H, CH), 1,92-2,00 (m, 1H, CH), 1,75-1,83 (m, 1H, CH), 1,52-
1,67 (m, 8H), 1,35-1,45 (m, 2H, CH,);

EM (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTTr").

(5) Amidito de DMTr-diamida-L-prolina (tipo B) (Compuesto 22)

La DMTr-hidroxidiamida-L-prolina asi obtenida (tipo B) (Compuesto 21) (637 mg, 1,06 mmoles) se mezclé con
acetonitrilo anhidro, y la mezcla resultante se secé azeotropicamente a temperatura ambiente. A la sustancia
residual obtenida se afiadi6 tetrazolida de diisopropilamonio (201 mg, 1,16 mmoles), y la mezcla resultante se
desaire6 a presion reducida y se llend con argén gas. Se afiadid acetonitrilo anhidro (1 ml) a la mezcla, y
adicionalmente se afadié a la misma una disolucién de acetonitrilo anhidro (1 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidito (350 mg, 1,16 mmoles). Esta mezcla se agité durante 4 horas a temperatura ambiente
en una atmosfera de argon. La mezcla se diluyd con diclorometano y ésta se lavd con disolucion acuosa saturada de
bicarbonato sédico y solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se sec6 con sulfato de sodio.
Después, la fase organica se filtro. El disolvente en el filtrado obtenido se elimind mediante evaporacion a presion
reducida. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna usando gel de aminosilice como
carga (eluyente: hexano : acetona = 7 : 3). Asi se obtuvo el Compuesto 22 en forma de un jarabe incoloro (680 mg,
pureza: 95 %, rendimiento: 76 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a
continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,25-7,32 (m, 4H, Ar-H), 7,17-7,22 (m, 2H, Ar-H), 6,80-6,83 (m, 4H, Ar-
H), 4,53 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH), 3,75-3,93 (m, 3H), 3,79 (s, 6H, OCHa), 3,46-3,68 (m, 5H), 3,34-3,41 (m, 1H, CH),
3,10-3,31 (m, 1H, CH), 3,05 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CHy), 2,62 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CH,), 2,39-2,46 (m, 1H, CH), 2,29 (t, 7,3
Hz, 2H, CH,), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,90-2,00 (m, 1H, CH), 1,70-1,83 (m, 1H, CH), 1,51-1,71 (m, 8H), 1,35-1,45 (m,
2H, CHy), 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 6H, CH3), 1,16 (d, J = 6,4 Hz, 6H, CH3); RMN P (CHsCN): 5 146,90;

EM (FAB+): m/z 803 (M"+1), 303 (DMTr").
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(Ejemplo A5)
Con el fin de producir una molécula de acido nucleico de la presente invencion que incluyera un ligador que tiene un

esqueleto de prolina, amidito de DMTr-amida-etilen-oxi-etil-amino-L-prolina (denominado en lo sucesivo “tipo de
espaciador PEG”) se sintetiz6 seguin el Esquema 5 mostrado a continuacion.

(CH2)4ODMTI'
SN HO (CH2):ODMT

S A P\ NH
HD _ O_\_

6 23

7]

Z
(D,

(ipr)zN\
(CH2)0DMTr
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- HO AN O\-NH
(@]
S
CN

"y

Esquema 5
(1) DMTr-amida hidroxi-etoxi-etil-amino-L-prolina (Compuesto 23)

Se mezclaron juntos DMTr-amida-L-prolina (Compuesto 6) (1,00 g, 2,05 mmoles), éster 2-(2-hidroxietoxi)etilico de
acido 4-toluenosulfénico (3,10 g, 12,30 mmoles) y disolucion de dimetilformamida anhidro (10 ml) de carbonato de
potasio (0,85 g, 6,15 mmoles), y la mezcla resultante se agitd6 durante 4 dias a temperatura ambiente en una
atmdsfera de argon. El disolvente en la mezcla se elimind mediante evaporacion a temperatura ambiente a presion
reducida. Después se afiadid diclorometano (20 ml) a la misma, y la mezcla resultante se filtr6. El filtrado se
concentrod, y la sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna de gel de silice. Como eluyentes en
la cromatografia en columna de gel de silice se usd, primero, acetato de etilo que contenia 0,05 % de piridina, y
luego se us6 una mezcla de CHyCl, y CH3OH (CH2Cl, : CH3OH = 9 : 1) que contenia 0,05 % de piridina. Como
resultado se obtuvo el Compuesto 23 en forma de un jarabe incoloro (1,15 g, rendimiento: 97 %). El resultado del
analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl3): § 7,41-7,45 (m, 2H, Ar-H), 7,27-7,31 (m, 6H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-H), 6,79-6,82 (m, 4H, Ar-
H), 3,79 (s, 6H, OCHa), 3,60-3,70 (m, 2H), 3,39-3,67 (m, 4H), 3,13-3,27 (m, 3H), 3,07-3,08 (m, 2H), 2,71-2,84 (m,
1H), 2,38-2,46 (m, 1H), 2,14-2,19 (m, 1H), 1,84-1,87 (m, 1H), 1,57-1,76 (m, 8H).

(2) Amidito de DMTr-amida-etilen-oxi-etil-amino-L-prolina (Compuesto 24)

La DMTr-amida-hidroxi-etoxi-etil-amino-L-prolina asi obtenida (Compuesto 23) (0,63 g, 1,00 mmoles) se mezcloé con
piridina anhidra, y la mezcla resultante se seco azeotropicamente a temperatura ambiente. A la sustancia residual
obtenida se afiadio tetrazolida de diisopropilamonio (206 mg, 1,20 mmoles). La mezcla resultante se desaire6 a
presién reducida y se llend con argén gas. Se afiadio acetonitrilo anhidro (1 ml) a la mezcla, y adicionalmente se
afiadi6 a la misma wuna disolucion de acetonitrilo anhidro (1 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidito (282 mg, 1,12 mmoles). Esta mezcla se agité durante 4 horas a temperatura ambiente
en una atmosfera de argon. Entonces, la mezcla se diluyd con diclorometano y ésta se lavo con disolucion acuosa
saturada de bicarbonato sédico y solucién salina saturada. Se recogié una fase organica y se sec6 con sulfato de
sodio. Después, la fase organica se filtro. El disolvente en el filirado obtenido se elimind mediante evaporacion a
presién reducida. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia en columna usando gel de aminosilice
como carga (eluyente: hexano : acetona =7 : 3, que contenia 0,05 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 24 en
forma de un jarabe incoloro (0,74 g, pureza: 100 %, rendimiento: 87 %). El resultado del analisis de RMN con
respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CD3CN): & 7,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,31 (m, 6H, Ar-H), 7,18-7,22 (m, 1H, Ar-H), 6,84-6,86 (m, 4H, Ar-
H), 3,73-3,84 (m, 2H, CHy), 3,79 (s, 6H, OCH3), 3,47-3,64 (m, 7H), 3,15-3,23 (m, 1H), 3,11 (t, J = 6,4 Hz, 2H, CH>),
3,01 (t, J = 5,9 Hz, 2H, CHy), 2,95-2,99 (m, 1H), 2,58-2,63 (m, 2H), 2,31-2,35 (m, 1H, CH), 2,03-2,19 (m, 1H, CH),
1,48-1,78 (m, 10H), 1,12-1,57 (m, 12H, CHa);
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RMN P (CDsCN): & 148,00;
EM (FAB+): m/z 776 (M"), 303 (DMTr") 201 (CgH19N20P").

(Ejemplo AB)

1. Sintesis de prolinol protegido

El prolinol protegido con un grupo dimetoxitritlo (Compuesto 3) se sintetizé6 segun el Esquema 6 mostrado a

continuacion,.
JOL /—O
/_Q v FC” 0N — 3 HO N

HO THF =0
FiC
L-Profinol
o 1
~LD \ )
HO N + o 0\ —» 0 o N . owmTmo N
>=0 Piridina 0 FO
F3C O O FoC FiC
1
NP
TBAF
NaOH ac
N ———
DMTrO DMTO N
>=o THF H
FaC
2 . 3
Esquema 6

(1) Trifluoroacetil-L-prolinol (Compuesto 1)

Se disolvid L-prolinol (2,0 g, 20 mmoles) en 20 ml de THF. Por otra parte, trifluoroacetato de etilo (3,0 g, 21 mmoles)
se disolvié en 20 ml de THF. Entonces, la ultima disolucion de THF se instilé en la primera disolucién de THF que
contenia el L-prolinol, y ésta se agitd durante 12 horas. Esta disolucion de reaccion se concentrd a vacio. Asi se
obtuvo el Compuesto 1 (3,7 g, rendimiento: 97 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto
se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCls): & 4,28-4, 23 (1,0H, m, OH), 3,90-3,41 (5H, H-2, H-5, H-6, m), 2,27-1,77 (4H, H-3, H-4, m).

(2) Trifluoroacetil-DMTr-L-prolinol (Compuesto 2)

El trifluoroacetil-L-prolinol asi obtenido (Compuesto 1) (3,7 g, 19 mmoles) se disolvid en piridina, y la mezcla
resultante se secd azeotropicamente tres veces a temperatura ambiente. La sustancia residual obtenida se disolvid
en 15 ml de piridina, y a esta mezcla se afiadio cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (DMTr-Cl) (8,1 g, 24 mmoles) mientras
se agitaba la mezcla en un bafio de hielo bajo argén. Se dejaron reaccionar adicionalmente durante 4 horas a
temperatura ambiente. Entonces, con el fin de extinguir el exceso de DMTr-Cl, adicionalmente se afiadieron 10 ml de
metanol a la disolucion de reaccion, y ésta se agitd durante 10 minutos. Después se afiadié diclorometano a la
disolucion de reaccion, y la mezcla resultante se lavd con una disolucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato de
sodio y solucién salina saturada. Una fase organica recogida después del lavado se secd con sulfato de sodio. La
fase organica se filtr6 y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia residual obtenida se aplicé a
cromatografia en columna de gel de silice (eluyente CH2Cl,: CH30OH = 95 : 5, que contenia 0,1 % de piridina). Asi se
obtuvo el Compuesto 2 (8,5 g, rendimiento: 89 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto
se muestra a continuacion.

RMN "H, (CDCla): & 7,39-7,18 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCHz), 3,70-3,41 (5H, H-2,
H-5, H-6, m), 2,19-1,85 (4H, H-3, H-4, m).

(3) DMTr-L-prolinol (Compuesto 3)
El trifluoroacetil-DMTr-L-prolinol asi obtenido (Compuesto 2) (5 g, 10 mmoles) se disolvié en 100 ml de THF. 100 ml

de una disolucién acuosa al 5 % de hidroxido sodico se afiadio a esta disolucion de THF, y ésta se agitd luego. Se
afiadieron 5 ml de disolucion 1 M de fluoruro de tetra-n-butilamonio (TBAF) a esta disolucion, y ésta se agit6é durante
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12 horas a temperatura ambiente. Esta disolucion de reacciéon se lavé con una disolucién acuosa saturada de
hidrogenocarbonato de sodio y solucién salina saturada. Se recogi6 una fase organica después de secarse el lavado
con sulfato de sodio. La fase organica se filtr6 y el filirado obtenido se concentré a vacio. Asi se obtuvo el
Compuesto 3 (3,6 g, rendimiento: 90 %). El resultado del andlisis de RMN con respecto a este compuesto se
muestra a continuacion.

RMN "H, (CDCl3): & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,78 (6H, s, OCHs), 3,31 (1H, m, H-6),
3,07 (2H, m, H-2, H-6), 2,90 (2H, m, H-5), 1,84 (3H, m, H-3, H-4), 1,40 (1H, m, H-3).

2. Sintesis de derivado de amidito

Usando el prolinol protegido (Compuesto 3) sintetizado en el punto “1” anterior, los derivados de amidito que tienen
prolinol unido en diversas formas de union se sintetizaron segun el Esquema 7 mostrado a continuacion.

DMTO DMTrO
o7 gy “b T Ay

O
“_‘/\
/_() 4 6 c"
[J]

DMTrO 3 M Ho
AT, DMT:O DMTrO

Esquema 7
(1) DMTr-uretan-L-prolinol (Compuesto 4)

Se disolvié 1,8-octanodiol (9,0 g, 62 mmoles) en 90 ml de THF, y esta disolucion se dispuso bajo argén. Por otra
parte, se disolvio carbonildiimidazol (2,0 g, 12 mmoles) en 10 ml de THF. La ultima disolucion de THF se afnadi6 a la
primera disolucion de THF, y ésta se agité6 durante 1 hora a temperatura ambiente. Esta disolucién de reaccion se
lavé con agua hasta que ya no se observé una mancha del 1,8-octanodiol en CCF. Ademas, se recogi6é una fase
organica después de que el liquido lavado se lavara con solucion salina saturada y se secara con sulfato de sodio
anhidro. La fase organica se filtrd y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia residual obtenida se aplicé
a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente: CH.Cl, : CH3OH = 95 : 5). Asi se obtuvo el compuesto del
titulo purificado. En este compuesto, un extremo del 1,8-octanodiol se activd con carbonildiimidazol (2,3 g,
rendimiento: 77 %).

Se disolvieron 0,9 g del compuesto en 10 ml de acetonitrilo, y esta disolucion se puso bajo argén. Por otra parte, se
disolvi6 DMTr-L-prolinol (Compuesto 3) (1,9 g, 4,8 mmoles) en 20 ml de acetonitrilo. La ultima disolucion de
acetonitrilo se afiadid a la primera disolucion de acetonitrilo, y ésta se agité durante 24 horas a temperatura
ambiente. Entonces, esta disolucion de reaccion se lavo con una disolucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato
de sodio y solucion salina saturada. Se recogié una fase organica y se sec6 con sulfato de sodio anhidro. La fase
organica se filtrd y el filtrado obtenido se concentrd a vacio. La sustancia residual obtenida se aplicé a cromatografia
en columna de gel de silice (eluyente: diclorometano : acetona =9 : 1, que contenia 0,1 % de piridina). Asi se obtuvo
el Compuesto 4 purificado (prolinol-uretan-amidito) (1,5 g, rendimiento: 65 %). El resultado del analisis de RMN con
respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN "H (CDCl): § 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,24-3,94 (2H, m, COOCHb,), 3,78 (s, 6H,
OCHz3), 3,72-2,96 (7H, m, alquilo, H-2, H-5, H-6), 2,10-1,30 (16H, m, alquilo, H-3, H-4);

EM-FAB: 576 [M+H]".

(2) DMTr-ureido-L-prolinol (Compuesto 5)

Bajo argon, se disolvio trifosgeno (2,0 g, 6,7 mmoles) en 10 ml de THF, y ésta se agité a 0 °C. Por otra parte, DMTr-
L-prolinol (Compuesto 3) (1,3 g, 3,2 mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (16 g, 124 mmoles) se disolvieron en 10 ml
de THF, y esta disolucién se instild en la disolucion de THF de trifosgeno. Esta disolucion de reaccion se agitd
durante 1 hora a 0 °C y luego durante 2 horas a temperatura ambiente. Entonces, 8-amino-1-octanol (2,3 g, 16
mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (5,0 g, 38 mmoles) se disolvieron en 30 ml de THF. La disolucion de reaccion que
se habia agitado se instilo en esta disolucion de THF, y ésta se agité durante 1 hora a 0 °C y luego durante 48 horas
a temperatura ambiente. Esta disolucion de reaccién se concentré a vacio, y la sustancia residual obtenida se
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disolvio en diclorometano. Esta disolucion se lavd con una disolucion acuosa saturada de hidrogenocarbonato de
sodio y solucién salina saturada. Se recogié una fase organica y se secd con sulfato de sodio anhidro. La fase
organica se filtro y el filtrado obtenido se concentré a vacio. La sustancia residual obtenida se purificé aplicandola a
cromatografia en columna de gel de silice en fase inversa. En este momento, el eluyente usado fue un disolvente
mixto de acetona y agua, que contenia 0,1 % de piridina, y la relacion de mezcla entre la acetona y el agua se
cambio de forma escalonada. Especificamente, la relacion molar entre la acetona y el agua (acetona : agua) se
cambi6 gradualmente de manera que fuera 2 : 8,3 : 7,4 :6, y 5: 5 en este orden. Una fraccién que contiene el
Compuesto 5 como compuesto diana se extrajo con diclorometano, y la fase organica asi obtenida se seco con
sulfato de sodio anhidro. La fase organica se filtro y el filirado obtenido se concentré a vacio. Asi se obtuvo el
Compuesto 5 (prolinol-ureido-amidito) (0,9 g, rendimiento: 49 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a
este compuesto se muestra a continuacion.

RMN 'H (CDCls): & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H, OCHs), 3,68-3,25 (9H, m, CH2NH,
CH20H, H-2, H-5, H-6), 1,74-1,18 (16H, m, alquilo, H-3, H-4);

EM-FAB: 575 [M+H]+.

(3) Derivados de amidito que tienen prolinol (Compuestos 6y 7)

Como un prolinol modificado, el Compuesto 4 asi obtenido (0,80 g, 1,4 mmoles) se disolvié en acetonitrilo, y la
mezcla resultante se secé azeotrépicamente tres veces a temperatura ambiente. La sustancia residual obtenida se
disolvié en 1 ml de acetonitrilo, y la disolucion se puso bajo argdn. Se afiadid tetrazolida de diisopropilamonio (0,24
g, 1,4 mmoles) a esta disolucion de acetonitrilo, proporcionando asi una disolucién de reaccion. Por otra parte,
N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidito de 2-cianoetilo (0,50 g, 1,7 mmoles) se disolvié en 1 ml de acetonitrilo. Esta
se afadio a la disolucion de reaccion, y la mezcla resultante se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. Se
afadié diclorometano a la disolucion de reaccion, y la mezcla resultante se lavd con una disolucién acuosa saturada
de hidrogenocarbonato de sodio y solucion salina saturada. Se recogid una fase organica después de secar el
liquido de lavado con sulfato de sodio anhidro. La fase organica se filtr6 y el filtrado obtenido se concentré a vacio.
La sustancia residual obtenida se aplic6 a cromatografia en columna de gel de aminosilice (eluyente: hexano :
acetona = 10 : 1, que contenia 0,1 % de piridina). Asi se obtuvo el Compuesto 6 purificado (amidito de DMTr-uretan-
L-prolinol) (0,90 g, rendimiento: 83 %). El resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra
a continuacion. RMN "H (CDCls): & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,24-3,94 (2H, m,
COOCH_), 3,78 (s, 6H, OCHa), 3,72-2,96 (11H, m, CH,0, POCH,, CHCHs, H-2, H-5, H-6), 2,58 (2H, m, CH2CN),
2,10-1,46 (16H, m, alquilo, H-3, H-4), 1,34-1,10 (12H, m, CHCHs); RMN *'P: (CDsCN) & 146,82;

EM-FAB: 776 [M+H]".

El Compuesto 7 purificado (amidito de DMTr-ureido-L-prolinol) (0,80 g, rendimiento: 74 %) se obtuvo del mismo
modo que antes, excepto que, como prolinol modificado, se us6é el Compuesto 5 en lugar del Compuesto 4. El
resultado del analisis de RMN con respecto a este compuesto se muestra a continuacion.

RMN 'H (CDCls): & 7,40-7,14 (9H, m, Ar-H), 6,82 (4H, m, Ar-H), 3,78 (s, 6H, OCHjs), 3,65-3,25 (13H, m, CH0,
POCH,, CHCHgs, H-2, CH;NH, CH.OH, H-2, H-5, H-6), 2,73 (2H, m, CH2CN), 2,10-1,48 (16H, m, alquilo, H-3, H-4),
1,35-1,10 (12H, m, CHCHj3);

RMN *'P (CD3CN) & 146,83;

EM-FAB: 775 [M+H]".

(Ejemplo B1) Sintesis en fase solida de ARN (no de la invencién)

Se sintetiz6 ARN que tenia un ligador. El ARN se sintetiz6 a partir de su lado 3' hacia su lado 5' basandose en un
procedimiento de fosforamidito con el uso de un sintetizador de acidos nucleicos (marca registrada: ABI Expedite
(registered trademark) 8909 Nucleic Acid Synthesis System, Applied Biosystems). En la sintesis, RNA
Phosphoramidites (2'-O-TBDMSi, marca registrada, Samchully Pharm. Co., Ltd.) se usaron como amiditos de ARN
(lo mismo se aplica en lo sucesivo). Los amiditos se desprotegieron mediante un procedimiento convencional, y los
ARN sintetizados se purificaron por HPLC. En los siguientes ejemplos, la sintesis de ARN se llevé a cabo del mismo
modo que en el presente ejemplo, a menos que se establezca de otro modo.

Especificamente, como ARN (Ex) del presente ejemplo se sintetizo6 ARNmc (PH-0001) que tiene el Compuesto 12
mostrado en el Esquema 2 como ligador. Primero se sintetizd el ARN que tiene una secuencia mostrada en SEC ID
N°: 1, a continuacion. Entonces, el Compuesto 12 se ligd al extremo 5' del ARN. Ademas, en el lado 5' del ARN
mostrado en SEC ID N° 1 se sintetizO6 ARN que tenia una secuencia mostrada en SEC ID N°: 2, a continuacion,
mediante el Compuesto 12.

5-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUU-3' (SEC ID N°: 1)
5-CCAUGAGAAGUAUGACAACAGCC-3' (SEC ID N°: 2)

El ARNmc asi sintetizado se denomina ARNmc (PH-0001) del presente ejemplo. Como se muestra en SEC ID N°: 3

mas adelante, la estructura de PH-0001 es de forma que: la secuencia de ARN de SEC ID N°: 2 esta en su lado 5'; la
secuencia de ARN de SEC ID N°: 1 esta en su lado 3'; y estas secuencias de ARN estan ligadas entre si mediante el
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ligador Lx (es decir, el Compuesto 12). Ademas, como se muestra en la siguiente secuencia, la secuencia de ARN
de SEC ID N° 2 es complementaria a la secuencia de ARN de SEC ID N°: 1. Asi, como se muestra en la férmula
mostrada a continuacion, PH-0001 tiene una estructura de tallo como resultado de la autohibridacion. En la siguiente
secuencia, la parte subrayada “GUUGUCAUACUUCUCAUGG” (SEC ID N° 4) es una region que participa en la
inhibicién de la expresion del gen GAPDH.

Ex: PH-0001 (SEC ID N°: 3)

6-CCAUGAGAAGUAUGACAACAGCC-Lx- GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUU-8

CCAUGACGAAGUAUGACAACAGCCY
UUGGUACUCUUCAUACUGUUGUCGG S

Por otra parte, como ARN de un ejemplo comparativo sin un ligador, el siguiente ARNhs (NH-0001) se sintetizd
como un control positivo de iARN (Pc). Como se muestra a continuacion, en este NH-0001, la secuencia de la region
5" indicada con letras mayusculas es la misma que en PH-0001, es decir, la secuencia de ARN de SEC ID N°: 2y la
secuencia de la regién 3' indicada con letras mayusculas es la misma que en PH-0001, es decir, la secuencia de
ARN de SEC ID N°:1. Entre la secuencia de ARN de SEC ID N°: 2 y la secuencia de ARN de SEC ID N°: 1, NH-0001
tiene la secuencia de ARN indicada con letras minusculas como ligador, en lugar del Compuesto 12. Similarmente a
PH-0001, NH-0001 forma un tallo por autohibridacion, teniendo asi una estructura de ARNhc, como se muestra en la
férmula mostrada a continuacion. En la siguiente secuencia, la parte subrayada “GUUGUCAUACUUCUCAUGG”
(SEC ID N°: 4) es una region que participa en la inhibicion de la expresion.

Pc: NH-0001(SEC ID N°: 5)

5-CCAUGAGAAGUAUGACAACAGCCeeacaccGGCUGLUIUGUCAUACUUCUCAUGGUU-3

C
CCAUGACAAGUAUGRCAACRGCCC A

UUGGUACUCUUCAUACUGUUEUCGE ;) 4
C

(Ejemplo B2) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen GAPDH en células HCT116 (no de la invencion)
Se examind la inhibicion de la expresion del gen GAPDH in vitro.
(1) Materiales y procedimiento

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PH-0001) del Ejemplo B1. Se prepararon disoluciones de
ARN disolviendo el ARN en agua destilada para inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd., en lo sucesivo igual) de
manera que se lograran las concentraciones deseadas (1 umol/l, 5 ymol/l y 25 pmol/l).

Se usaron células HCT116 (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) como células. Se usé medio McCoy's 5A que contenia
10 % de SBF (Invitrogen) como medio. Las condiciones de cultivo se fijaron a 37 °Cy 5 % de CO..

Primero, las células HCT116 se cultivaron en el medio y se dispensaron a una placa de 24 pocillos de manera que
cada pocillo contuviera 400 pl del medio para lograr una densidad de 2 x 10* células/pocillo. Las células en el pocillo
se cultivaron durante otras 24 horas. Después, las células se transfectaron con el ARN usando el reactivo de
transfeccion Lipofectamine 2000 (Invitrogen) segun el protocolo suministrado con el mismo. Especificamente, la
transfeccion se llevo a cabo fijando la composicion por pocillo del siguiente modo. La concentracion final del ARN en
el pocillo se fij6 a 1 nmol/l, 5 nmol/l o 25 nmol/l.

[Tabla 1]
(Composicioén por pocillo: pl)
Medio 400
(A) Lipofectamine 2000 1,5
(B) Opti-MEM (Invitrogen) 98
(C) Disolucion de ARN 0,5
Total 500

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 528 285 T3

Después de la transfeccion, las células en los pocillos se cultivaron durante 24 horas, y luego se recogio el ARN
usando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Los Paises Bajos) segun el protocolo suministrado con el mismo.
Posteriormente, el ADNc se sintetizd a partir del ARN usando una transcriptasa inversa (marca registrada:
SuperScript I, Invitrogen) segun el protocolo suministrado con la misma. Entonces, como se describe mas adelante,
la PCR se llevo a cabo usando el ADNc asi sintetizado como molde, y se midieron el nivel de expresiéon del gen
GAPDH y el del gen B-actina como patrén interno. El nivel de expresion del gen GAPDH se corrigié con referencia al
del gen B-actina.

La PCR se llevo a cabo usando LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (marca registrada, Roche) como
reactivo y Light Cycler DX400 (marca registrada, Roche) como instrumento (en lo sucesivo igual). EI gen GAPDH y
el gen B-actina se amplificaron usando los siguientes conjuntos de cebadores, respectivamente.

Conjunto de cebadores de PCR para el gen GAPDH

5-GGAGAAGGCTGGGGCTCATTTGC-3' (SEC ID N°: 7)
5-TGGCCAGGGGTGCTAAGCAGTTG-3' (SEC ID N°: 8)

Conjunto de cebadores para el gen B-actina

5-GCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTC-3' (SEC ID N°: 9)
5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGTCAC-3' (SEC ID N°: 10)

Como control 1 también se midieron las cantidades de los genes expresados (-) con respecto a las células a las que
se habian afiadido 100 pl de la disolucion (B) sola. Ademas, como control 2 también se midié el nivel de expresion
del gen (vacio) con respecto a las células sometidas a los mismos procedimientos de transfeccion que antes,
excepto que no se afadi6 la disolucion de ARN y que se anadieron (B) y 1,5 pl de (A) de manera que la cantidad
total de (A) y (B) fuera 100 pl,.

Entonces, el nivel de expresion corregido del gen GAPDH en el control (-) se fijé como 1, y el nivel de expresion en
las células transfectadas con el ARN a cada concentracion se presentd como el valor relativo con respecto al valor
en el control (-).

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 4. La FIG. 4 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen GAPDH, y el gje vertical indica el nivel de expresion génica relativa. Como puede apreciarse de la
FIG. 4, la actividad inhibidora de PH-0001 del Ejemplo B1 no se alteré. Por tanto, se considera que PH-0001 es
estabilizado por el Compuesto 12 como ligador de la presente invencion.

(Ejemplo B3) Estabilidad en suero humano (no de la invencion)
Con respecto al ARN se examind la estabilidad en suero humano.
(1) Materiales y procedimiento

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PH-0001) del Ejemplo B1. Como ARN de un ejemplo
comparativo se usé ARNhc (NH-0001) como control positivo de iARN (Pc) usado en el Ejemplo B1.

Primero, cada uno de los ARN y suero humano normal (MP Biomedicals) se mezclaron en 1 x PBS, y 30 pl de esta
mezcla se incubaron a 37 °C. En 30 pl de la mezcla, la cantidad del ARN afiadida se fijé a 60 ymol, y la cantidad del
suero humano normal afiadido se fij6 de manera que la concentracion final de la misma fuera del 10 %. Entonces, 0
horas, 0,5 horas, 1 hora y 2 horas después del inicio de la incubacion la reaccion se terminé por extraccion con fenol
y cloroformo. El extracto liquido obtenido se sometié a electroforesis usando 15 % de gel de poliacrilamida. Después,
el gel se tifd con SYBR Green Il (marca registrada, Lonza) y luego se analizé6 usando E-BOX-VX2 (M & S
Instruments Inc., Tokyo).

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 5. La FIG. 5 es un electroforetograma que muestran la estabilidad.
En la FIG. 5, el carril “M” indica un marcador de peso molecular, y “(h)” indica el tiempo de incubacion.

Como puede apreciarse de la FIG. 5, con respecto a NH-0001 del ejemplo comparativo compuesto por un nucleétido
natural, se encontré que una rapida reaccion de degradacion se inicid ya 0,5 horas después del inicio de la
incubacion, y como resultado, los tamarios del ARN en todos los momentos de tiempo de 0,5 a 2 horas después del
inicio de la incubacién fueron mas pequenos que el tamarfio del ARN a 0 horas después del inicio de la incubacion. A
diferencia, con respecto a PH-0001 del ejemplo que incluye el ligador, sustancialmente no se observé ningin cambio
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en la movilidad con el tiempo de incubacién, es decir, sustancialmente ninguna disminucion en el peso molecular
debido a la degradacion. Estos resultados demuestran que el ARN que tiene el ligador puede conseguir una
estabilidad mejorada en suero humano.

(Ejemplo B4) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen GAPDH en células HCT116

Se sintetiz6 ARNmc que incluye un ligador que contiene prolina representado por la siguiente féormula, y se examino
el efecto inhibidor del ARNmc sobre el gen GAPDH.

o (CH2}0—
0 N\—NH

—o(H,c) N

G

(1) Materiales y procedimiento
(1.1) Sintesis en fase solida de ARNmc
El ARN se sintetizd basandose en un procedimiento de fosforamidito del mismo modo que en el Ejemplo B1.

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 el ARNmc (PK-0004) mostrado a continuacion. En la siguiente
secuencia, “Lx” y “Ly” son cada uno el ligador que contiene prolina representado por la formula anterior (mostrada en
el parrafo [0275]). En la sintesis del ARNmc, el ARNmc se sintetizé a partir de su lado 3' usando los amiditos de
ARN (marca registrada “RNA Phosphoramidites”, Samchully Pharm. Co., Ltd.) segun SEC ID N°: 11. En los sitios de
“‘Lx” y “Ly” se ligaron amiditos de DMTr-diamida-L-prolina (Compuestos 10 en el Esquema 3) sintetizados en el
Ejemplo A3-1. En la secuencia, “GUUGUCAUACUUCUCAUGG” (SEC ID N° 4) es una region que participa en la
inhibicién de la expresion.

Ex ARNmc (SEC ID N°: 11)

57— Caugagaaguaugacaacageo; Lix-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC Ly ~-gaa -3
Xc 2 Yo

Como ARN de un ejemplo comparativo se usé6 ARNmc (PK-0003) como control negativo de iARN (Nc). En
la siguiente secuencia, “Lx” y “Ly” son cada uno el ligador que contiene prolina representado por la férmula anterior
(mostrada en el parrafo [0275]). En la sintesis del ARNmc, el ARNmc se sintetizé a partir de su lado 3' usando los
amiditos de ARN (marca registrada “RNA Phosphoramidites”, Samchully Pharm. Co., Ltd.) segun SEC ID N°: 12. En
los sitios de “Lx” y “Ly” se ligaron amiditos de DMTr-diamida-L-prolina sintetizados en el Ejemplo A3 (Compuestos 10
en el Esquema 3). Este ARNmc se disefié de manera que incorporara una secuencia de control negativo en lugar de
la secuencia inhibidora de la expresion.

NC ARNmc (SEC. ID N°: 12)

5’ - ccaucaacgauaagugaaagcec; Lx-GGCUTUCACUTAUCGUUGAUGGCUUC-Ly-gaa | ~37
Xe Z YC

(1.2) Inhibicion de la expresion génica

Se preparo disolucion de ARN disolviendo cada uno de los ARN que se habian criopreservado en agua destilada
para inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) de manera que se lograra una concentracion de 20 pmol/l.

Usando la disolucion de ARN, el nivel de expresion del gen GAPDH en células HCT116 se midié del mismo modo
que en el Ejemplo B2. En la transfeccion, la composicion por pocillo se fijé del siguiente modo. En la siguiente
composicion, (B) es Opti-MEM (Invitrogen), (C) es la disolucién de ARN de 20 uymol/l, y se afadieron de manera que
la cantidad total de la misma fuera 98,5 ul. La concentracion final del ARN en el pocillo se fijo a 1 nmol/l, 3 nmol/l o
10 nmol/l.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 528 285 T3

[Tabla 2]
(Composicioén por pocillo: pl)
Medio 400
(A) Lipofectamine 2000 1,5
(B) + (C) 98,5
Total 500

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 6. La FIG. 6 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen GAPDH. Como puede apreciarse de la FIG. 6, PK-0004 del ejemplo que tiene el ligador de la
presente invencion presentd una potente actividad inhibidora, y la actividad fue dependiente de la dosis. Por otra
parte, no se observo efecto inhibidor cuando se usé PK-0003 como control negativo.

(Ejemplo B5) Reactividad de proteina Dicer

Se examiné la reactividad de una proteina Dicer humana recombinante con ARNmc que se habia sometido a
sustitucion con un ligador que tiene prolina.

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PK-0004) del Ejemplo B4. Como ARN de un ejemplo
comparativo se usaron ARNmc (PK-0003) como control negativo de iARN (Nc) mostrado en el Ejemplo B4 y ARNmc
(NK-0016) mostrado a continuacion como control positivo de iARN (Pc). La estructura de NK-0016 es de forma que
las secuencias de la region del lado 5' (Xc), la region del lado 5' interna (X), la region del lado 3' (Yc) y la region del
lado 3' interna (Y) son las mismas que aquellas en PK-0004, y entre Xc y X y entre Yc y Y se proporcionaron
polinucledtidos como ligadores en lugar de los ligadores (Lx, Ly) representados por la férmula anterior (mostrada en
el parrafo [0275]) usados en PK-0004.

Pc : NK-0016 (SEC ID N°: 13)
57 - caugagaaguaugacaacagccCCACACTEGCUGUUGUCAUACUUCUCAUBRUUCTUCGIaa —3°
Xc X b4 Yc

Se prepar6 una disolucion de reaccion que contenia la proteina Dicer y cada uno de los ARN usando Coldshock-
DICER (marca registrada, Takara Bio Inc.) como reactivo segun el protocolo suministrado en su interior. Esta
disolucion de reaccion se incub6 a 37 °C. El tiempo de incubacion se fijé a 0, 3, 6 o 9 horas. A la disoluciéon de
reaccion que se habia sometido al tiempo de incubacion predeterminado se afadié una disoluciéon de terminacion de
la reaccion que acompafiaba al reactivo. Entonces, la disolucion se sometié a electroforesis usando 15 % de gel de
poliacrilamida. Después, el gel se tifid con SYBR Green Il (marca registrada, Lonza) luego se analiz6 usando E-
BOX-VX2 (marca registrada, M & S Instruments Inc.).

(2) Resultados y consideracion

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 7. La FIG. 7 muestra los resultados de electroforesis, que indican
la reactividad de la proteina Dicer con el ARNmc. En la FIG. 7, el carril “M” indica un marcador de peso molecular (20
pb, 30 pb, 40 pb, 60 pb) y “(h)” indica el tiempo de incubacion.

NK-0016 del ejemplo comparativo compuesto por un nucleétido natural reaccioné rapidamente con la proteina Dicer
y desaparecid antes de un periodo de 9 horas desde el inicio de la incubaciéon. A diferencia, los ARN que tenian el
ligador que contenia prolina, es decir, PK-0004 del ejemplo y PK-0003 como control negativo, reaccionaron
gradualmente con la proteina Dicer, de manera que no desaparecieron completamente incluso 9 horas después del
inicio de la incubacion. A partir de estos resultados se encontré que la estabilidad en células mejora incorporando un
ligador que contiene prolina. Es decir, considerando estos resultados junto con los resultados obtenidos con respecto
al efecto inhibidor del gen, se concluye que el ARN de la presente invencién que tiene un ligador que contiene
prolina tiene un efecto de mejora de la durabilidad del efecto de interferencia por ARN en células.

(Ejemplo B6) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen GAPDH en células A549 y células 293

Se examind la inhibicion de la expresion del gen GAPDH in vitro usando ARNmc que se habia sometido a sustitucion
con un ligador que tiene prolina.

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PK-0004) del Ejemplo B4. Como ARN de un ejemplo
comparativo se us6 ARNmc (PK-0003) como control negativo de iARN (Nc) mostrado en el Ejemplo B4. Se prepar6
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disolucion de ARN disolviendo cada uno de los ARN en agua destilada para inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Co.,
Ltd.) de manera que se lograra una concentracion de 20 ymol/l.

Se usaron células A549 y células 293 (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) como células. Como medio para las
primeras células se us6 DMEM que contenia 10 % de SBF (Invitrogen). Como medio para las ultimas células se us6
MEM que contenia 10 % de SBF (Invitrogen). Las condiciones de cultivo se fijaron a 37 °C y 5 % de COa.

Primero, las células de cada tipo se cultivaron en el medio, y se dispensaron a una placa de 24 pocillos de manera
que cada pocillo contuviera 400 ul del medio para lograr una densidad de 5 x 10* células/pocillo. Las células en los
pocillos se cultivaron durante otras 24 horas. Después, las células se transfectaron con el ARN usando el reactivo de
transfeccion Lipofectamine 2000 (Invitrogen) segun el protocolo suministrado en su interior. Especificamente, la
transfeccion se llevo a cabo fijando la composicion por pocillo del siguiente modo para las células A549 y las células
293. En la siguiente composicion, (B) es Opti-MEM (Invitrogen) y (C) es la disolucion de ARN de 20 ymol/l, y se
afnadieron de manera que la cantidad total de (B) y (C) fuera 98,5 pl o 99 pl. La concentracion final del ARN en el
pocillo se fijé a 1 nmol/l, 3 nmol/l o 10 nmol/l.

[Tabla 3]
(Composicion por pocillo: pl)
Células A549 Células 293

Medio 400 400
(A) Lipofectamine 2000 1,5 1

(B) + (C) 98,5 99
Total 500 500

Después de la transfeccion, cultivo de las células, recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del
mismo modo que en el Ejemplo B4, y se determind el nivel de expresion relativa del gen GAPDH.

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en las FIG. 8 y 9. La FIG. 8 muestra el resultado obtenido con respecto a las
células A549 y la FIG. 9 muestra el resultado obtenido con respecto a las células 293. Las FIG. 8 y 9 son cada una
una grafica que muestra el nivel de expresion relativa del gen GAPDH. Como puede apreciarse de las FIG. 8y 9, se
encontro que PK-0004 segun el ejemplo presenta una potente actividad inhibidora, y presenta un efecto inhibidor de
genes en un modo dependiente de la concentracion. Por otra parte, no se observé efecto inhibidor cuando se usé
PK-0003 como control negativo.

(Ejemplo B7) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen GAPDH en células HCT116

Se examind el efecto inhibidor sobre la expresion de GAPDH en células HCT116 usando ARNmc que se ha
sometido a sustitucion con un ligador que tiene prolina o prolinol.

(1) Materiales y procedimiento
(1.1) Sintesis de ARNmc en fase soélida

Como ARN del presente ejemplo (Ex ARNmc) se sintetizé el mismo Ex ARNmc que se usa en el Ejemplo B4. El
ARN se sintetizé del mismo modo que en el Ejemplo B4, a menos que se establezca de otro modo.
Ex ARNmc (SEC ID N°: 11)

5 - gfaugagaaguaugacaacagcec  Lx—GECUSTUGUCAUACTUUCUCAUGEUUC - Ly ~gaa -3’
Xc 4 Yc

Como amiditos para la sintesis de ligadores se usaron L-prolina-diamida-amidito (Compuesto 10 en el
Esquema 3) sintetizado en el Ejemplo A3-1, y prolinol-uretan-amidito (Compuesto 6 en el Esquema 7), prolinol-
ureido-amidito (Compuesto 7 en el Esquema 7), prolina-amida-amina-amidito (Compuesto 12 en el Esquema 3) y
prolina-amida-ureido-amidito (Compuesto 17 en el Esquema 3) sintetizados en el Ejemplo A6. Con respecto a los
ARN respectivos asi sintetizados, los amiditos usados para la sintesis de sus restos de ligador se muestran en la
siguiente tabla.

[Tabla 4]
ARNmc Amidito usado en Lxy Ly
PK-0004 L-prolina-diamida-amidito (Compuesto 10 en el Esquema 3)
PK-0006 prolinol-uretan-amidito (Compuesto 6 en el Esquema 7)
PK-0010 prolina-amida-amina-amidito (Compuesto 12 en el Esquema 3)
PK-0012 prolina-amida-ureido-amidito (Compuesto 17 en el Esquema 3)
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| PK-0016 | prolinol-ureido-amidito (Compuesto 7 en el Esquema 7)

(1.2) Inhibicion de la expresion génica

La transfeccion en células HCT116, cultivo, recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del mismo
modo que en el Ejemplo B4, excepto que se usé cada uno de los ARN anteriores, y se determind el nivel de
expresion relativa del gen GAPDH.

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 10. La FIG. 10 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen GAPDH en las células HCT116. Como puede apreciarse de la FIG. 10, se encontré que los ARNmc
que incluyen prolina o prolinol (PK-0004, PK-0006, PK-0010, PK-0012 y PK-0016) presentan cada uno una potente
actividad inhibidora, y que cada uno presenta la actividad inhibidora en un modo dependiente de la concentracion.
(Ejemplo B8) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen GAPDH en células HCT116

Se examiné el efecto inhibidor sobre el gen GAPDH en células HCT116 usando ARNmc que se habia sometido a
sustitucion con un ligador que tiene prolina.

(1) Materiales y procedimiento
(1.1) Sintesis de ARNmc en fase soélida

Como ARN del presente ejemplo (Ex ARNmc) se sintetizé el mismo Ex ARNmc que se usa en el Ejemplo B4. El
ARN se sintetizé del mismo modo que en el Ejemplo B4, a menos que se establezca de otro modo.
Ex ARNmc (SEC ID N°: 11)

57— faugagaaguaugacaacagec, Lxﬁtl;GCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGWC'—Ly—Saa -3
Xc Z Y

Como amiditos para la sintesis de ligadores se usaron D-prolina-diamida-amidito (Compuesto 9 en el Esquema 3)
sintetizado en el Ejemplo A3-1 y prolina-diamida-amidito (tipo B) (Compuesto 22 en el Esquema 4) sintetizado en el
Ejemplo A4. Con respecto a los ARN asi sintetizados, los amiditos usados para la sintesis de sus restos de ligador
se muestran en la siguiente tabla.

[Tabla 5]
ARNmc Amidito usadoen Lxy Ly
PK-0034 D-prolina-diamida-amidito (Compuesto 9 en el Esquema 3)
PK-0036 prolina-diamida-amidito (tipo B) (Compuesto 22 en el Esquema 4)
PK-0004 L-prolina-diamida-amidito (Compuesto 10 en el Esquema 3)

(1.2) Inhibicion de la expresion génica

La transfeccion en células HCT116, cultivo, recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del mismo
modo que en el Ejemplo B4, excepto que se usé cada uno de los ARN anteriores, y se determind el nivel de
expresion relativa del gen GAPDH.

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 11. La FIG. 11 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen GAPDH en las células HCT116. Como puede apreciarse de la FIG. 11, se encontré que los ARNmc
que incluyen prolina (PK-0004, PK-0034 y PK-0036) presentan cada uno una potente actividad inhibidora, y que
cada uno presenta la actividad inhibidora en un modo dependiente de la concentracion.

(Ejemplo B9) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen TGF-f1 in vitro

Se examiné el efecto inhibidor sobre la expresion del gen TGF-B1 en células Hepal-6 usando ARNmc que se habia
sometido a sustituciéon con un ligador que tiene prolina.
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(1) Materiales y procedimiento
(1.1) Sintesis de ARNmc en fase soélida

Como ARN del presente ejemplo se sintetizaron PK-0007, PK-0026, PK-0027 y PK-0028 mostrados a continuacion.
Los ARN se sintetizaron del mismo modo que en el Ejemplo B4, a menos que se establezca de otro modo. Como
amiditos para la sintesis de ligadores se us6 L-prolina-diamida-amidito (Compuesto 10 en el Esquema 3) sintetizado
en el Ejemplo A3-1. Cada uno de los ARN incluye la siguiente secuencia 21-mera que inhibe la expresion del gen
TGF-B1. Esta secuencia se disefid basandose en el ARNip usado por Cheng y col. (Mol. Pharm., 2009, 6, pag. 772-
779). En las siguientes secuencias, “*” indica una base desapareada.

Secuencia inhibidora de la expresion del gen TGF-$1 (SEC ID N°: 18)

5-AAAGUCAAUGUACAGCUGCUU-3'

PK-0007 (SEC ID N°: 14)

L3
3 - ZSagcuguacanugasuuuagcc-Lx-GECUARAGUCAAUGUACAGCUGCUUC-Ly-gas -3
Xc z Yo

PK-0026 (SEC ID N°: 15)

LR
3’ ~ agcuguacauugacuuy ag:c‘~Lx—&GCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUCTLy—ga? -3
Xzl z Yz

PK-0027 (SEC ID N°: 16)

'
3'- agragguguacauuga CUUU&-;}CCTLX-?GCUAAAGUCAAUWRCAGCUGCUUC}—LY—&] -3
Xc z Yo

PK-0028 (SEC ID N°: 17)

L]
r- l-gcag:uguacauuga::uuuagg:I—Lx-pGCUAAAGUCAAUGUACAGCUGCLan—Ly—& -3

X — —_— Z Yz

(1.2) Inhibicion de la expresion génica

Se preparo disolucion de ARN disolviendo cada uno de los ARN que se habian criopreservado en agua destilada
para inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) de manera que se lograra una concentracion de 20 pmol/l.

Se usaron células Hepa1-6 (The RIKEN BioResource Center) como células, y como medio se us6 DMEM que
contenia 10 % de SBF (Invitrogen). Las condiciones de cultivo se fijaron a 37 °Cy 5 % de CO,.

Primero, las células Hepa1-6 se cultivaron en el medio y se dispensaron a una placa de 24 pocillos de manera que
cada pocillo contuviera 400 pl del medio para lograr una densidad de 3 x 10* células/pocillo. Entonces, la
transfeccion del ARNmc a las células Hepa1-6, recogida de ARN vy sintesis de ADNc se llevaron a cabo del mismo
modo que en el Ejemplo B4, excepto que se uso la disolucion de ARN anterior. En la transfeccion, la concentracion
final del ARN en el pocillo se fijé a 1 nmol/l. Entonces, la PCR se llevé a cabo del mismo modo que en el Ejemplo B4,
excepto que se usaron el siguiente conjunto de cebadores de PCR para el gen TGF-f1 y el siguiente conjunto de
cebadores para el gen B-actina como cebadores, y se midieron el nivel de expresion del gen TGF-1 y el del gen B-
actina como patron interno. El nivel de expresion del gen TGF-f1 se corrigid con referencia al nivel de expresion del
gen B-actina.

Conjunto de cebadores de PCR para el gen TGF-31

5-CCATTGCTGTCCCGTGCAGAGCTG-3' (SEC ID N°: 19)
5-ATGGTAGCCCTTGGGCTCGTGGATC-3' (SEC ID N°: 20)

Conjunto de cebadores para el gen B-actina

5-GTCGTACCACAGGCATTGTGATGG-3' (SEC ID N°: 21)
5-GCAATGCCTGGGTACATGGTGG-3' (SEC ID N°: 22)
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En cuanto a cada uno del control (-) y el control (vacio), el nivel de expresion génica se midié del mismo modo que
en el Ejemplo B4. Entonces, el nivel de expresion corregida del gen TGF-1 en el control (-) se fijo como 1, y el nivel
de expresion en las células transfectadas con cada ARN se presenté como el valor relativo con respecto al valor en
el control.

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 12. La FIG. 12 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen TGF-B1. Como puede apreciarse en la FIG. 12, los ARNmc que contienen prolina presentaron todos
potentes actividades inhibidoras.

Entre ellos, PK-0027 y PK-0028 en los que la 22 base y la 32 base del extremo 3' de la region interna (Z) son las
bases desapareadas, respectivamente, presentaron mayores actividades inhibidoras que PK-0007 y PK-0026 en los
que la 42 base y la 52 base del extremo 3' de la region interna (Z) son las bases desapareadas, respectivamente. De
estos resultados se encontré que, fijando la posicion de la base desapareada en la region interna (Z) de manera que
esté mas proxima al lado 3’ con respecto al centro de la region interna, es posible mejorar la actividad inhibidora. Por
tanto, ya se ha confirmado que la actividad inhibidora puede mejorarse fijando la posicion de la base desapareada
en la region interna (Z) de manera que esté mas proxima al lado 5' con respecto al centro de la region interna. Una
relacion tal entre la posicion de la base desapareada y la actividad inhibidora presenté un comportamiento similar a
aquellos presentados en ejemplos de referencia que van a describirse a continuacion.

(Ejemplo B10) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen TGF-B1 y lesiéon pulmonar aguda in vivo

Se examinaron efectos inhibidores sobre la expresion génica y la lesion pulmonar aguda in vivo usando ARNmc que
se habia sometido a sustituciéon con un ligador que tiene prolina. Estos efectos se examinaron segun el
procedimiento descrito en Takagi y col. (J. Thromb Hemost 2009; 7: pag. 2053-2063).

(B10-1) Efecto inhibidor sobre la expresion del gen TGF-B1 in vivo

Se examinod el efecto inhibidor sobre la expresion del gen TGF-B1 in vivo usando ARNmc que se habia sometido a
sustitucion con un ligador que tiene prolina.

(1) Materiales y procedimiento

(1.1) Administracion de ARN a ratones con lesion pulmonar aguda

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PK-0007) del Ejemplo B9. Como ARN de un ejemplo
comparativo se usaron: ARNmc (PK-0008) como control negativo (Nc); ARNmc (NK-0033) como control positivo (Pc)
y ARNmc (NK-0035) como control negativo (Nc) para el mismo; y ARNbc (NI-0030) como control positivo (Pc) y

ARNbc (NI-0031) como control negativo (Nc) para el mismo, que se muestran todos a continuacion.

PK-0007 (SEC ID N° 14)

57~ cagcuguacauugacuuuagec s Lx-GGCUAMRRGUCAAUGURCAGCUGCUUC-Ly~gaa =3/
Xe Z Ye

PK-0008 (SEC ID N° 23)

57 - Iugucagugcucauuuacaagccl—Lx~§GCUUGUMAUGAGCACUGACACUUS—Ly-gaa -3r
Xc 2 Ye

NK-0033 (SEC ID N°: 24)

5° —IcagcuguacauugacuuuagchCACACCFGCUAMGUCMUGUACAGCUGCUUC;UUCGE— 3¢
X Z Ye

NK-0035 (SEC ID N°: 25)

5’ =ugucagugtucauuua caagecCUACACCEGCUUGUARAUGAGCACUGRCACTIUCUCGg aa ~3
Xe Z Ye

NI-0030

5'- GCAGCUGUACAUUGACUUUAG -3' (SEC ID N°: 26)
3'- UUCGUCGACAUGUAACUGAAA -5' (SEC ID Ne: 27)
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NI-0031

5'- GUGUCAGUGCUCAUUUACAAG -3' (SEC ID N°: 28)
3'- UUCACAGUCACGAGUAAAUGU -5' (SEC ID N°:29)

Se preparo disolucion de ARN disolviendo 100 pg de cada uno de los ARN en 75 pl de solucion salina fisiologica
estéril. Por otra parte se prepard una disolucion de LPS disolviendo 100 ug de lipopolisacarido (LPS) en 50 pl de
solucion salina fisiologica estéril.

Primero, 80 pl de la disoluciéon de ARN se instilaron en la traquea de ratones. Entonces, 1 hora después de la
instilacion, 50 ul de la disolucién de LPS se instilaron en la traquea de los ratones para inducir lesién pulmonar.

Como control negativo para el LPS se usaron 50 pl de solucion salina fisiologica estéril que no contenia LPS en
lugar de la disolucion de LPS. Por tanto, como control negativo para la disolucién de ARN se usaron 80 pl de
solucion salina fisiologica estéril.

Los grupos de administracién se muestran a continuacion. En cada grupo de administracion se usaron de cuatro a
seis ratones.

Grupo de administracion 1:

5 minutos después de la administracion de 75 pl de solucion salina fisiologica estéril se administraron 50 pl
de solucion salina fisiologica estéril.

Grupo de administracién 2:

5 minutos después de la administracion de 75 pl de solucion salina fisiologica estéril se administraron 50 pl
de la disolucién de LPS.

Grupo de administracién 3:

5 minutos después de la administracion de 75 pl de la disolucion de ARN (PK-0007) se administraron 50 pl
de la disolucion de LPS.

Grupo de administracion 4:

5 minutos después de la administracion de 75 pl de la disolucion de ARN (PK-0008) se administraron 50 pl
de la disolucion de LPS.

Grupo de administracién 5:

5 minutos después de la administracion de 75 pl de la disolucion de ARN (NK-0033) se administraron 50 pl
de la disolucién de LPS.

Grupo de administracién 6:

5 minutos después de la administracion de 75 pl de la disolucion de ARN (N-0035) se administraron 50 pl
de la disolucion de LPS.

Grupo de administracién 7:

5 minutos después de la administracion de 75 ul de la disolucién de ARN (NI-0030) se administraron 50 pl
de la disolucion de LPS.

Grupo de administracioén 8:

5 minutos después de la administracion de 50 ul de la disolucion de ARN (NI-0031) se administraron 50 pl
de la disolucién de LPS.

(1.2) Muestreo de liquido de lavado broncoalveolar (BALF)
24 horas después de la instilacion de la disolucion de LPS o solucién salina fisiolégica estéril (control negativo para

LPS), los ratones se sacrificaron administrando un exceso de pentobarbital a sus cavidades abdominales. Sus
pulmones se recogieron y se usaron muestras.
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Con respecto a cada muestra de pulmoén de los ratones, el nivel de expresion del gen TGF-B1 por unidad de peso de
pulmoén se midié usando un ELISA colorimétrico Quantikine de TGF-B1 (marca registrada, R&D Systems).

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 13. La FIG. 13 es una grafica que muestra el nivel de expresion del
gen TGF-B1 por unidad de peso de pulmén en cada grupo de administracion, y el eje horizontal indica la cantidad de
proteina TGF-B1 expresada. En el grupo de administracion 3 (LPS (+)/PK-0007 (+)), el nivel de expresion del gen
TGF-B1 se inhibié sustancialmente en comparacion con el del grupo de administracion 2 (LPS (+)/ARNmc (-)). Se
encontré que este efecto inhibidor era mas fuerte que aquellos en el grupo de administracion 5 (LPS (+)/control
positivo NK-0033 (+)) y el grupo de administracién 7 (LPS (+)/control positivo NI-0030). En el grupo de
administracion 4 (control negativo PK-0008 (+)), el grupo de administracién 6 (control negativo NK-0035 (+)) y el
grupo de administracion 8 (control negativo NI-0031 (+)) no se observé efecto inhibidor.

(A10-2) Efecto inespecifico in vivo

Se examino el efecto inespecifico in vivo y se evaluo el efecto secundario usando ARNmc que se habia sometido a
sustitucion con un ligador que tiene prolina.

Como ARN del presente ejemplo se us6 el ARNmc (PK-0007) del Ejemplo B9. Como ARN de un ejemplo
comparativo se us6 ARNmc (PK-0008) como control negativo de iARN (Nc) mostrado en el Ejemplo A10-1. Se
prepard disolucion de ARN disolviendo 100 ug de cada uno de los ARN en 75 pl de solucion salina fisioldgica estéril.

Los grupos de administracion se muestran a continuacion. En cada grupo de administracion se usaron de dos a
cuatro ratones.

Grupo de administracion 1:

Se administraron 75 pl de solucion salina fisiologica estéril.
Grupo de administracién 2:

Se administraron 75 pl de la disolucion de ARN (PK-0007).
Grupo de administracién 3:

Se administraron 75 pl de la disolucion de ARN (PK-0008).
Entonces, 24 horas después de la administracion, los ratones se sacrificaron del mismo modo que en el Ejemplo
B10-1. Se recogieron muestras de sangre por puncién de los corazones de los ratones. Cada muestra de sangre se
afnadio a un tubo de ensayo que contenia una disolucion acuosa al 3,8 % de citrato de sodio. La cantidad (volumen)
de la disolucidon acuosa de citrato de sodio se fij6 a 1/10 de la muestra de sangre. Se recogié muestra de BALF

(liquido de lavado broncoalveolar) de esta mezcla de un modo descrito en Yasui y col. (Am J Respir Crit Care Med
2001: 163: 1660-8). Se midieron las cantidades de TNF-a. e IFN-B en el sobrenadante de la muestra de BALF

Se midieron la cantidad de TNF-a y la cantidad de IFN-f en cada sobrenadante. La cantidad de TNF-a se cuantifico
usando Mouse TNF set Il (marca registrada, Beckton Dickinson and Company) segun sus instrucciones para uso. La
cantidad de IFN-B se cuantificd usando una placa de ELISA producida usando Rabbit Anti-Mouse Interferon § (marca
registrada, PBL Interferon Source) y Biotin Labeling Kit-NH2 (marca registrada, Dojindo Laboratories) segin sus
instrucciones para su uso.

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 14. La FIG. 14A es una grafica que muestra la cantidad de TNF-a
en la muestra de BALF en cada grupo de administracion, y la FIG. 14B es una grafica que muestra la cantidad de
IFN-B en la muestra de BALF en cada grupo de administracion. En las FIG. 14A y 14B, los ejes horizontales indican
las cantidades respectivas. En el grupo de administracion 2 (PK-0007 (+)) segun el presente ejemplo no se
provocaron las expresiones de TNF-a y IFN-f, en comparacion con el grupo de administracion 1 (ARNmc (-)).
(Ejemplo B11) Resistencia a ribonucleasa

Se examind la resistencia a ribonucleasa con respecto al ARNmc de la presente invencion.

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PK-0007) del Ejemplo B9. Ademas, como ARN de un ejemplo
comparativo se usé ARNbc (NI-0030) como control positivo (Pc) mostrado en el Ejemplo B10-1.
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Primero, 60 pmoles de cada uno de los ARN anteriores, 5 x 10 unidades de RNasa A (Roche) y 5 x 10 unidades
de RNasa T1 (marca registrada, Roche) se mezclaron con 20 mmoles/I de Tris-HCI (pH 8), y la mezcla resultante se
incubo a 37 °C. 10 minutos, 20 minutos y 30 minutos después del inicio de la incubacion la reaccion de las RNasas
se termind segun un procedimiento convencional. Entonces, la disolucion de reaccion se sometio a electroforesis
usando 15 % de gel de poliacrilamida. Después, el gel se tifid con SYBR Green Il (marca registrada, Lonza) y luego
se analizé usando E-BOX-VX2 (marca registrada, M & S Instruments Inc., Tokio).

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 15. La FIG. 15 es un electroforetograma que muestra resistencia a
ribonucleasa. En la FIG. 15, el carril “M” indica un marcador de peso molecular y “(min)” indica el tiempo de
incubacion.

Como puede apreciarse de la FIG. 15, NI-0030 del ejemplo comparativo compuesto por un nucleétido natural se
degradd casi completamente después de 10 minutos de incubacion. A diferencia, PK-0007 del ejemplo todavia
permanecié incluso después de 10 minutos de incubacion. Estos resultados demuestran que el ARNmc de la
presente invencion es superior al ARNbc en resistencia a ribonucleasa.

(Ejemplo B12) Resistencia a nucleasa
Se examiné la resistencia a nucleasa con respecto al ARNmc de la presente invencion.
(1) Materiales y procedimiento

Como ARN (Ex) del presente ejemplo se us6 ARNmc (PK-0007) del Ejemplo B9. Como ARN de un ejemplo
comparativo se usé ARNbc (NI-0030) como control positivo de iARN (Pc) mostrado en el Ejemplo B10-1.

Primero, 60 pmoles de cada ARNmc y 0,6 unidades de nucleasa S7 (Roche) se mezclaron con 50 mmoles/I de Tris-
HCI (pH8) que contenian 5 mmoles/I de CaCly, y la mezcla resultante se incub6 a 37 °C. 0,5 horas después del inicio
de la incubacion (0 h), la reaccién de la nucleasa S7 se termind segun un procedimiento convencional. Entonces, la
disolucion de reaccién se sometid a electroforesis usando urea 7 M-15 % de gel de poliacrilamida segun un
procedimiento convencional. Después, el gel se tifid con SYBR Green Il (marca registrada, Lonza) y luego se analizdé
usando E-BOX-VX2 (marca registrada, M & S Instruments Inc.).

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 16. La FIG. 16 es un electroforetograma que muestran resistencia
a nucleasa S7. En la FIG. 16, el carril “M” indica un marcador de peso molecular y “(h)” indica el tiempo de
incubacion.

Como puede apreciarse de la FIG. 16, NI-0030 del ejemplo comparativo compuesto por un nucleétido natural se
degradd casi completamente después de 0,5 horas de incubacion. A diferencia, PK-0007 del ejemplo todavia
permanecioé incuso después de 0,5 horas de incubacién. Estos resultados demuestran que el ARNmc de la presente
invencion es superior al ARNbc en resistencia a nucleasa S7.

De los resultados respectivos obtenidos en los Ejemplos B se encontré que el PNmc de la presente invencion puede
construirse, por ejemplo, independientemente del tipo de un gen diana. Asi, puede decirse que la molécula de PNmc
de la presente invencién es una herramienta versatil novedosa que puede usarse para inhibir la expresion de un gen
diana sin depender del tipo de gen diana.

(Ejemplo de referencia 1)

Se examino la inhibicién de la expresion del gen GAPDH in vitro usando ARNmc que tienen una base desapareada
en diferentes posiciones.

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN se usaron ARNmc mostrados en la FIG. 17. En la FIG. 17, los niUmeros a la derecha indican nimeros de
identificacion de secuencias. En la FIG. 17, desde el lado 5', una region indicada con letras minusculas subrayadas
es la region (Xc); una region indicada con letras mayusculas subrayadas es la region interna (Z); y una region
indicada con letras minusculas subrayadas es la region (Yc). Una region entre Xc 'y Z es una region de ligador (Lx), y
una regioén entre Z y Yc es una region de ligador (Ly). Por tanto, “Xc/Yc” indica la relacion entre la longitud de bases
(Xc) de la region (Xc) y la longitud de bases (Yc) de la region (Yc). En la FIG. 17, “*” indica una base desapareada.

En cada uno de los ARNmc, la longitud de bases de la region interna (Z) se fijo a 26, la longitud de bases de la
region de ligador (Lx) se fijo a 7 y la longitud de bases de la region de ligador (Ly) se fijé a 4. En NK-0036 y NK-0040,
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el numero total de las bases (Xc + Yc) en las regiones (Xc) y (Yc) se fijo a 26. En los ARNmc distintos de NK-0036 y
NK-0040, el nimero total de las bases (Xc + Yc) en las regiones (Xc) y (Yc) se fij6 a 25. Entonces, bajo estas
condiciones, las longitudes de bases de las regiones (Xc) y (Yc) se cambiaron. Como resultado, NK-0036 y NK-0040
consiguieron moléculas sin bases desapareadas. Ademas, cada uno de los ARNmc distintos de NK-0036 y NK-0040
consiguieron la molécula en la que la region interna (Z) incluye solo una base desapareada que no forma una hebra
doble y la posicion de la base desapareada en la region interna (Z) se desplazé desde el lado 3' hasta el lado 5.

La transfeccion en las células HCT116, cultivo, recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del
mismo modo que en el Ejemplo B2, excepto que se usaron cada uno de los ARN anteriores, y se determiné el nivel
de expresion relativa del gen GAPDH. La concentracién de ARN en el momento de la transfeccion se fijo a 10 nmol/l.

(2) Resultados y consideracion

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 18. La FIG. 18 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen GAPDH cuando cada uno de los ARN se us6 a la concentracion final de 10 nmol/l. Como puede
apreciarse de la FIG. 18, se encontré que todos los ARNmc con las longitudes variadas de la region del lado 5' (Xc)
y la region del lado 3' (Yc) inhibieron la expresion del gen GAPDH.

En particular, se encontré que, como la diferencia entre la longitud de bases de la region (Xc) y la longitud de bases
de la region (Yc) fue mayor, el nivel de expresion del gen disminuy6 relativamente, es decir, aumentoé la actividad
inhibidora. Es decir, se encontré que, fijando la posicidon de la base desapareada en la region interna (Z) de manera
que esté mas préxima al lado 5' o al lado 3' con respecto al centro de la region interna, es posible mejorar la
actividad inhibidora.

(Ejemplo de referencia 2)

Se examind la inhibicion de la expresion del gen TGF-B1 in vitro usando ARNmc que tienen una base desapareada a
diferentes posiciones .

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN se usaron los ARNmc mostrados a continuacion. En las siguientes secuencias, “*” indica una base
desapareada.

NK-0033 (SEC ID N°: 49)

*
5 - CAgCUYUACANIZACUNNAYGE SCCACACCEECUARAGUCAAUGUACAGCUBCUUCTTCGgAa- 3/
L ] L | I |
®e z Yo

NK-0061 (SEC ID N°: 50)

LRl
3'- AagcuguacaunugacuiuagcctCACACCEGECUARAGUCARUGUACAGCUGCUUCT "CGga -3’
e z ¥z

NK-0055 (SEC ID N°: 51)

*
3'~- agcagcuguacauugacuuuage :;CCACACCQGCUAM.GUCAAUGUACAGCUGCUUCIUU':G‘-_:_x_' -2
Aic Z Yc

NK-0062 (SEC ID N°: 52)

* %k
3/~ gCagCuguatauNgacuLay SeICACAT CEECUARAGUCAAUGUACAGCUGCUUCTTCGY -3
%c z Yo

(1.2) Inhibicion de la expresion génica

Se preparo disolucion de ARN disolviendo cada uno de los ARN que se habian criopreservado en agua destilada
para inyeccion de manera que se lograra una concentracion de 20 ymol/l. Entonces, transfeccion del ARNmc a
células Hepa1-6, recogida de ARN, sintesis de ADNc, PCR y determinacion del nivel de expresion relativa del gen
TGF-B1 se llevaron a cabo del mismo modo que en el Ejemplo B9, excepto que se uso la disolucion de ARN anterior.
La concentracion de ARN en el momento de la transfeccion se fijo a 1 nmol/l.
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(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 19. La FIG. 19 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen TGF-B1. Como puede apreciarse de la FIG. 19, estos ARNmc mostraron todos actividades
inhibidoras. Ademas, NK-0055 y NK-0062 en los que la 22 base y la 32 base del extremo 3' de la region interna (Z)
son las bases desapareadas, respectivamente, mostraron mayores actividades inhibidoras que NK-0033 y NK-0061
en los que la 42 base y la 5% base del extremo 3' de la region interna (Z) son las bases desapareadas,
respectivamente. Estos resultados concuerdan con el comportamiento presentado en el Ejemplo de referencia 1
referido a diferente gen diana.

(Ejemplo de referencia 3)

Se examind la inhibicién de la expresion del gen LAMA1 in vitro usando ARNmc que tiene una base desapareada en
diferentes posiciones.

(1) Materiales y procedimiento
Como ARN se usaron los siguiente ARNmc. En las siguientes secuencias, “*” indica una base desapareada.

NK-0043 (SEC ID N°: 53)

*
g~ ‘uguuu-gu:ucguuacaauauc:-lcCACACCEGAUAUUGUAACGAGACMACACUC(:‘UUCqua -3
X< . z Yc

NK-0064 (SEC ID N°: 54)

*
5' - aguguuugucu cjunacaauanc SCCACACCEEAUAUUGUAACGAGACAARCACUCCTUCGy -3¢
| ] L I t

Xc Z

]

~
[

La transfeccion a células 293 se llevd a cabo del mismo modo que en el Ejemplo B6, excepto que se usé cada uno
de los ARN anteriores, y las células se cultivaron durante 48 horas. La concentracion de ARN en el momento de la
transfeccion se fijo a 10 nmol/l. Entonces, la recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del
mismo modo que en el Ejemplo B2, excepto que se us6 un conjunto de cebadores para el gen LAMA1 mostrado a
continuacion, y se midieron el nivel de expresion del gen LAMA1 y el del gen B-actina como patrén interno. El nivel
de expresion del gen LAMA1 se corrigio con referencia al del gen B-actina como patron interno.

Conjunto de cebadores para el gen LAMA1

5-AAAGCTGCCAATGCCCCTCGACC-3' (SEC ID Ne: 55)
5-TAGGTGGGTGGCCCTCGTCTTG-3' (SEC ID N°:56)

Con respecto al control 1 (-) y al control 2 (vacio), también se midieron las cantidades de expresion del mismo modo
que en el Ejemplo B2. Entonces, el nivel de expresion corregida del gen LAMA1 en el control (-) se fijo como 1, y el
nivel de expresion en las células transfectadas con cada ARN se presenté como el valor relativo con respecto al
valor en el control.

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 20. La FIG. 20 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen LAMA1 en las células 293. Como puede apreciarse de la FIG. 20, estos ARNmc presentaron todos
actividades inhibidoras. Ademas, NK-0064 en el que la 22 base del extremo 3' de la regién interna (Z) es la base
desapareada present6 una mayor actividad inhibidora que NK-0043 en el que la 42 base del extremo 3' de la regién
interna (Z) es la base desapareada. Estos resultados concuerdan con los comportamientos presentados en los
Ejemplos de referencia 1 y 2 referidos a diferentes genes diana.

(Ejemplo de referencia 4)

Se examind la inhibicion de la expresion del gen LMNA in vitro usando ARNmc que tienen una base desapareada en
diferentes posiciones.

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN se usaron los siguientes ARNmc. En las siguientes secuencias, “*” indica una base desapareada.
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NK-006 3 (SEC ID N°:57)

*
5 ‘cgucaccaaaaagcgcaauuc:x;CACACC‘GGAAUUGCGCWUUUGGUGACGWUSUUCana -3’
Xc Z ic

NK-0066 (SEC ID N°: 58)

*
5= agegucarcaaaaagegcaanuc SpCACACCEERAAVUUGCECUUUUUG GUGACECUUCT "'CG@J -3r
Xc Z Yo

La transfeccion a células A549 se llevé a cabo del mismo modo que en el Ejemplo B6, excepto que se us6 cada uno
de los ARN anteriores, y las células se cultivaron durante 48 horas. La concentracion de ARN en el momento de la
transfeccion se fijé a 3 nmol/l. Entonces, la recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del mismo
modo que en el Ejemplo B2, excepto que como cebador se us6é un conjunto de cebadores para el gen LMNA
mostrado a continuacion, y se midieron el nivel de expresion del gen LMNA y el del gen B-actina como patron
interno. El nivel de expresion del gen LMNA se corrigié con referencia al del gen B-actina como patrén interno.
Conjunto de cebadores para el gen LMNA

5-CTGGACATCAAGCTGGCCCTGGAC-3' (SEC ID N°: 59)
5-CACCAGCTTGCGCATGGCCACTTC-3' (SEC ID N°: 60)

Con respecto al control 1 (-) y al control 2 (vacio), las cantidades de expresion también se midieron del mismo modo
que en el Ejemplo B2. Entonces, el nivel de expresion corregida del gen LMNA en el control (-) se fij6 como 1, y el
nivel de expresion en las células transfectadas con cada ARN se presenté como el valor relativo con respecto al
valor en el control.

(2) Resultados

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 21. La FIG. 21 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen LMNA en las células A549. Como puede apreciarse de la FIG. 21, todos estos ARNmc presentaron
actividades inhibidoras. Ademas, NK-0066 en el que la 22 base del extremo 3' de la regién interna (Z) es la base
desapareada present6 una mayor actividad inhibidora que NK-0063 en el que la 42 base del extremo 3' de la region
interna (Z) es la base desapareada. Estos resultados concuerdan con los comportamientos presentados en los
Ejemplos de referencia 1 a 3 referidos a diferentes genes diana.

De los resultados obtenidos en los Ejemplos de referencia 1 a 4 es evidente que, por ejemplo, con respecto a la
posicion de la base desapareada, se presentan comportamientos similares independientemente del tipo de gen
diana y una secuencia inhibidora de la expresion para el gen diana. Ademas, ya se ha descrito anteriormente que el
Ejemplo B9 presenté un comportamiento similar a aquellos de los ejemplos de referencia.

(Ejemplo de referencia 5)

Se examind inhibicidn de la expresion del gen GAPDH in vitro usando ARNmc variando la longitud de cada una de la
region del lado 5' interna (X), la region del lado 5' (Xc), la regién del lado 3' interna (Y) y la region del lado 3' (Yc) .

(1) Materiales y procedimiento

Como ARN se usaron ARNmc mostrados en la FIG. 22. En la FIG. 22, los nimeros a la derecha indican nimeros de
identificacion de secuencias. En la FIG. 22, desde el lado 5', una regién indicada con letras minusculas subrayadas
es la region (Xc); una region indicada con letras mayusculas subrayadas es la region interna (Z); y una region
indicada con letras mindsculas subrayadas es la region (Yc). Por tanto, “Xc+Yc/X+Y” indica la relacion entre la
longitud de bases total de las regiones (Xc) y (Yc) y la longitud de bases total de las regiones (X) y (Y). En la FIG. 22,
“*” indica una base desapareada.

En cada uno de los ARNmc, la longitud de bases de la region de ligador (Lx) se fijo a 7, la longitud de bases de la
region de ligador (Ly) se fijo a 4, la longitud de bases de la region (Yc) se fij6 a 1 y la 22 base del lado 3' de la region
interna (Z) se fijo para ser una base desapareada. Entonces se cambiaron la longitud de bases de la regién interna
(Z) y la longitud de bases de la region (Xc).

A menos que se establezca de otro modo, la transfeccion de cada uno de los ARN a células HCT116, cultivo,
recogida de ARN, sintesis de ADNc y PCR se llevaron a cabo del mismo modo que en el Ejemplo B2, y se calculd el
nivel de expresion relativa del gen GAPDH. La transfeccion se llevé a cabo fijando la composicion por pocillo para
que fuera la misma que la mostrada en la Tabla 2 en el Ejemplo B4.
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(2) Resultados y consideracion

Los resultados del mismo se muestran en la FIG. 23. La FIG. 23 es una grafica que muestra el nivel de expresion
relativa del gen GAPDH cuando cada uno de los ARN se us6 a la concentracion final de 1 nmol/l. Como puede
apreciarse de la FIG. 23, se encontrd que todos los ARNmc que tenian diversas longitudes de las regiones (X), (Xc),
(Y) y (Yc) inhibieron la expresion del gen GAPDH.

Aunque la presente invencion se ha descrito anteriormente con referencia a realizaciones ilustrativas y ejemplos, la
presente invencion no se limita en absoluto a éstos.

Aplicabilidad industrial

Segun la molécula de PNmc de la presente invencion es posible inhibir la expresién de un gen. Ademas, como la
molécula de PNmc no es circular, puede sintetizarse facilmente. Por tanto, como la molécula de PNmc es de una
sola hebra, no es necesaria una etapa de hibridacién como se requiera en la produccién de una hebra doble, de
manera que puede producirse eficazmente. Ademas, como la region de ligador incluye el (los) residuo(s) de no
nucledtido, no solo son posibles, por ejemplo, alteraciones convencionales a residuos de nucleétidos, sino también,
por ejemplo, alteraciones tales como modificacion en la region de ligador. Como se ha descrito anteriormente, como
la molécula de PNmc de la presente invencion puede inhibir la expresion de un gen diana, es util, por ejemplo, como
un producto farmacéutico, un agente de diagndstico, un producto quimico agricola y una herramienta para realizar
investigacion de productos quimicos agricolas, medicina, ciencias de la vida y similares.

[Listado de secuencias]
TF11004WO.ST25.txt
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BONAC CORPORATION
<120> Molécula de acido nucleico monocatenario que tiene esqueleto aliciclico que contiene nitrégeno
<130> N116853A EP
<140> 28-07-2011

<150> JP 2010-174915
<151> 03-08-2010

<150> JP 2010-230806
<151> 13-10-2010

<150> JP 2010-269823
<151> 02-12-2010

<150> JP 2011-152381
<151> 08-07-2011

<160> 69

<170> PatentIn version 3.1
<210>1

<211> 25

<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 1
ggcuguuguc auacuucuca ugguu 25

<210> 2

<211> 23
<212> ARN
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<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 2
ccaugagaag uaugacaaca gcc 23

<210> 3
<211> 48
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 3
ccaugagaag uaugacaaca gccggcuguu gucauacuuc ucaugguu

<210> 4
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 4
guugucauac uucucaugg 19

<210> 5
<211>55
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 5

48

ccaugagaag uaugacaaca gccccacace ggcuguuguc auacuucuca ugguu

<210> 6
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 6
auuguaacga gacaaacac 19

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
ggagaaggct ggggctcatt tgc 23

<210> 8

<211> 23
<212> ADN

60

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 528 285 T3

<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
tggccagggg tgctaagceag ttg 23

<210>9
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
gccacggctg cttccagctce ctc 23

<210> 10
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
aggtctttgc ggatgtccac gtcac 25

<210> 11
<211> 51
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 11
caugagaagu augacaacag ccggcuguug ucauacuucu caugguucga a

<210> 12
<211> 51
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 12
ccaucaacga Uaagugaaag ccggcuuuca cuuaucguug auggcuucga a

<210> 13
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 13

51

51

caugagaagu augacaacag ccecacaceg gouguuguea uacuucucau gguucuucgg 60

aa

<210> 14
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<211> 51
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 14
cagcuguaca uugacuuuag ccggcuaaag ucaauguaca gcugcuucga a

<210> 15
<211>50
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 15
agcuguacau ugacuuuagc cggcuaaagu caauguacag cugcuucgaa

<210> 16
<211> 51
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 16
agcagcugua cauugacuuu agccggcuaa agucaaugua cagcugcuuc g

<210> 17
<211>50
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 17
gcagcuguac auugacuuua gccggcuaaa gucaauguac agcugcuucg

<210> 18
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 18
aaagucaaug uacagcugcu u 21

<210> 19
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 19
ccattgctgt ccegtgcaga getg 24

<210> 20
<211>25
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
atggtagccc ttgggctegt ggate 25

<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
gtcgtaccac aggcattgtg atgg 24

<210> 22
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
gcaatgcctg ggtacatggt gg 22

<210> 23
<211> 51
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 23
ugucagugcu cauuuacaag ccggcuugua aaugagcacu gacacuucga a 51

<210> 24
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 24
cagcuguaca uugacuuuag ccccacaccg gruaaagu¢a auguacagou gouucuucgqg 60

aa 62

<210> 25
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 25
ugucagugeu cauuuacaag ¢cecacaceg gouuguaaau gagoacugac acuucuucgg 60

aa 62
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<210> 26
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> sentido

<400> 26
gcagcuguac auugacuuua g 21

<210> 27
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> antisentido

<400> 27
aaagucaaug uacagcugcu u 21

<210> 28
<211>21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> sentido

<400> 28
gugucagugc ucauuuacaa g 21

<210> 29
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> antisentido

<400> 29
uguaaaugag cacugacacu u 21

<210> 30
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 30
uugcgcuuuu uggugacgce 19

<210> 31
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 31
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aaccaugaga aguaugacaa cagccecaca ccggcuguug ucauacuucu caugguucuu
cg

<210> 32
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico
<400> 32

accaugagaa guaugacaac agcdéccacac cggeuguugu cauacuucuc augguucuuc
ag

<210> 33
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 33
coaugagaag uaugacaaca goocdacace ggouguugude auaduucuda ugguucuucg

ga

<210> 34
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 34
caugagaagu augacaacag ccccacaccdg gcuguuguca uacuucucau gguucuucdg

aa

<210> 35
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 35
augagaagua Ugacaacage oCcacacegg cuguugucau aguucucaug guucuucgga

ac

<210> 36

<211> 62

<212> ARN

<213> Artificial

<220>

<223> molécula de acido nucleico

<400> 36
ugagaaguau gacaacagoce CCacaccgge uguugucaua cuucucaugg uucuucggaa

cc

<210> 37
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<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 37
agaaguauga caacagcces acaccggeug uuguciuacu ucucaugguu cuucggaace

au

<210> 38
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 38

aaguaugaca acagcCcCac accggouguul gucakacuuc ucaugguuou ucggaaccau
ga

<210> 39
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 39

guaugacaac agocccacac cggouguugu cauacuucuc augguucuuc ggaaccauga
ga

<210> 40
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 40
augacaacag CCCCAcaccyg gouguuguea uacuucucau gguucuuegg aaccaugaga

ag

<210> 41
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 41
acaacagece <acaceggeou guugucauac uucucauggu ucuucggaac caugagaagu

au

<210> 42
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial
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<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 42

aacagcccca caccggougu ugucauacuu cucaugguuc uucggaacca ugagaaguau
ga

<210> 43
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 43
cagccocaca CoggouguuUY ucaunacuueu caugguucuu cggaaceaug agaaguauga

ca

<210> 44
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 44
agceccacac cggouguugu cauvaguucue augguucuue ggaaccauga gaaguaugac

aa

<210> 45
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 45
goccecacace ggouguugue auacuucuca ugguucuucg gaaccaugag aaguaugaca

ac

<210> 46
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 46
cgdecacdecg géuguuguca udcuucucau gguucuucgg aaccaugaga aguaugacaa

ca

<210> 47
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico
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<400> 47

cccacaceqg cuguugucau acuucucaug guucuucgga accaugagaa guaugacaac
ag

<210> 48
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 48

ccacacogge uguuglcaua cuucucaugg uucuucggaa ccaugagaag vaugacaaca
gc

<210> 49
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 49
¢ageuguaca uugacuuuag ccccacaceg gouaaaquea auguacageu geuucuucgg

aa

<210> 50
<211> 61
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 50
agcouguacau ugacuuuage cecacacegg cuaaagqucaa uguacageoug cuucuucgga

a

<210> 51
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 51

agecagceugua cauugacuuu agecccacac cggouaaagu caaunguacag cugouucuuc

g9

<210> 52
<211> 61
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 52

gceagcuguas auugacuuua gcecccacacc ggcuaaaquc dauguacagce ugouucuucg

g
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<210> 53
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 53

uguuugucue guuacaiauau ccccacaccg gavauuguaa cgagacaaac acuccuucgg
ga

<210> 54
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 54

aguguuuguc ucqguuacaau auccccacac cggauauugu aacgagacaa acacuccuuc
g9

<210> 55
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55
aaagctgcca atgccccteg acc 23

<210> 56
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 56
taggtgggtg gccectegtcet tg 22

<210> 57
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 57
cgucaccaaa aagegeaauu CcccCacaccg gaauugegcou uuuuggugac geuucuucgg

aa

<210> 58
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
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<223> molécula de acido nucleico

<400> 58

agcgucacca aaaagcgcaa uuccccacac cggaauugeg cuuuuugguyg acgcuucuuc
ag

<210> 59
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59
ctggacatca agctggccct ggac 24

<210> 60
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 60
caccagcttg cgcatggceca cttc 24

<210> 61
<211> 64
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 61

aagcaugaga aguaugacaa cagocccaca cocggouguug ucauvacuucu caugguucegu

ucge

<210> 62
<211> 62
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 62

accaugagaa guaugacaac agcccCacac cggouguugu cauacuucuc augguucuuc

99

<210> 63
<211> 60
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 63
accaugagaa guaugacaac agcccacace gcuguuguca uacuucucau gguucuucgg

<210> 64
<211> 58
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<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 64
ccaugagaag uUaugacaaca gcccacaccg cuguugucau acuucucaug guuuucga

<210> 65
<211> 58
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 65
accaugagaa guaugacaac agccacacce uguugucaua cuucucaugg uucuucgg

<210> 66
<211> 56
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 66
ccaugagaag uaugacaaca gccacacccu guugucauac uucucauggu uuucga

<210> 67
<211> 54
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 67
caugagaagu augacaacag ccacacccug uugucauacu ucucaugguu ucga

<210> 68
<211> 54
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 68
ccaugagaag uaugacaaca ccacaccugu ugucauacuu cucaugguuu ucga

<210> 69
<211> 52
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 69
caugagaagu augacaacac cacaccuguu gucauacuuc ucaugguuuc ga

71

56

54

54

58

58



ES 2 528 285 T3

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico monocatenario que comprende una secuencia inhibidora de la expresion que
inhibe la expresion de un gen diana, donde:

- la molécula comprende: una region (Xc); una region de ligador (Lx), una regioén interna (Z) que comprende
la secuencia inhibidora de la expresion y que esta compuesta de una region (X) y una region (Y), una region de
ligador (Ly) y una region (Yc) en este orden;
- laregion (Xc) es complementaria a la region (X);

10 - laregion (Yc) es complementaria a la region (Y); y
- laregion de ligador (Lx)

se representa por la siguiente formula (1):

x2 /
R? L? A
w S SN,
N
1 1

15 enlaque:

X y X son cada uno independientemente Hy, O, S o NH;
Y y Y2 son cada uno independientemente un enlace sencillo, CH2, NH, O 0 S;
R es un atomo de hidrégeno o sustituyente que esta unido a C-3, C-4, C-5 o C-6 sobre un anillo A;
20 L' es una cadena de alquileno compuesta por n atomos, y un atomo de h|drogeno sobre un atomo de carbono
deI alquileno puede o puede no estar sustituido con OH, OR?, NHz, NHR? NR?® R’ SHo SR? o
L' es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de
alquileno con un atomo de oxigeno,
a cond|C|on de que: cuando Y sea NH, O o S, un atomo unido a Y' en L' sea carbono, un atomo unido a OR’
25 en L' sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;
L? es una cadena de alquileno compuesta por m atomos, y un atomo de hldrogeno sobre un atomo de carbono
deI alquileno puede o puede no estar sustituido con OH, OR®, NH2, NHR®, NR° R’ SH o SR°, o
L? es una cadena de poliéter obtenida sustituyendo al menos un atomo de carbono sobre la cadena de
alquileno con un atomo de oxigeno,
30 a cond|C|on de que: cuando Y sea NH, O o S, un atomo unido a Y? en L? sea carbono, un atomo unido a OR?
enL? sea carbono y los atomos de oxigeno no sean adyacentes entre si;
R? R® R° y R? son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;
les102;
m es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;
35 n es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;
Ias regiones (Xc) y (X) estan cada una ligadas a la regién de ligador (Lx) mediante -OR’- o -OR Y
R y R® pueden o pueden no estar presentes, y cuando estan presentes, R y R? son cada uno
independientemente un residuo de nucledtido o la estructura de férmula (1).

40 2. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 1, donde en la formula (1):

- L'eslacadenade poliéter, y la cadena de polleter es polietilenglicol, y/o
- (m+ n) total del nimero de atomos (n) en L' y el niimero de atomos (m) en L? esta en el intervalo de 0 a 30.

45 3. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 1 o 2, donde la estructura de formula (1) es

una cualquiera de las siguientes formulas (I-1) a (I-9) en las que n es un nimero entero de 0 a 30, m es un nimero
entero de 0 a 30 y q es un numero entero de 0 a 10:
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O 'y
v e E/Oﬁf\b. )

0 - (I =1
£ A,
/o\ea,o N /OHH N
VLT TUT
0 e (I =3) 0 e e (T —4)

Aol Akl
N Y
&O@m\N g &O/G%N i
e
LA

e (1—8)

-(1-28)

- (1—9]

opcionalmente donde:

en la férmula (I-1), n = 8;
10 en la férmula (1-2), n = 3;
en la formula (I-3), n =4 u §;

la formula (I-4),n =7 u §;
en laformula (I-5), n =3y m=4;
en la formula (I1-6), n =8y m = 4;
15 en laféormula (I-7), n =8y m=4;
enlaformula (I1-8), n=5ym=4;y
en la formula (I-9), g = 1 y m = 4; o la férmula (I-4) es la siguiente formula (I-4a) y la formula (I-8) es la siguiente
férmula (1-8a):

~— ~— — —
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o -+ (1l —4a)

(CHz)ao_g

o /
° NH
g—O(Hzc)E)J\N
ce e (1-84a)

4. La molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el
numero de bases (X) en la region (X) y el niumero de bases (Xc) en la region del lado 5' (Xc) satisfacen una
condicion de la expresion (3), o (5) u (11):
X>Xc ...(3)
X=Xc ...(5
X-Xc=1,203 ...(11)

y/o donde el nimero de bases (Xc) en la region (Xc) es 19 a 30.

5. La molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el
numero de bases (X) en la region (X), el nimero de bases (Y) en la region (Y), el nimero de bases (Xc) en la region
(Xc) y el nimero de bases (Yc) en la region (Yc) satisfacen una cualquiera de las condiciones (a) a (e):

(a) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (3) y (4);
X>Xc ...(3)
Y=Yc ...(4
(b) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (5) y (6);
X=Xc ...(5
Y>Ye ...(6)
(c) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (7) y (8);
X>Xc ...(7)
Y>Yce ...(8)
(d) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (9) y (10);
X=Xc ...(9
Y=Yc ...(10)
(e) Se satisface la condicion de la expresion (2);

Z>Xc+Ye ...(Q2).
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6. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 5, donde en las condiciones (a) a (d), la
diferencia entre el nimero de bases (X) en la region (X) y el nimero de bases (Xc) en la region (Xc), y la diferencia
entre el numero de bases (Y) en la region (Y) y el nimero de bases (Yc) en la regién (Yc) satisfacen las siguientes
condiciones:
(a) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (11) y (12);
X-Xc=1,203 ..(11)
Y-Yc=0 ... (12)
(b) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (13) y (14);
X-Xc=0 .. (13)
Y-Yc=1,203 ...(14)
(c) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (15) y (16);
X-Xc=1,203 ...(15)
Y-Yc=1,203 ...(16)
(d) Se satisfacen las condiciones de las expresiones (17) y (18);
X-Xc=0 .. (17
Y-Yc=0 ... (18).
7. La molécula de acido nucleico monocatenario segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde
- el numero de bases (Xc) en la region (Xc) es 1 a 11; y/o
- el numero de bases (Yc) en la region (Yc) es 1 a 11; y/o
- el numero total de bases en la molécula es 50 o mas; y/o
- la molécula de acido nucleico monocatenario comprende al menos un residuo modificado y/o una sustancia de
marcado y/o un is6topo estable.

8. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 7, donde:

- el numero de bases (Xc) en la region (Xc) es 1 a 7; y/o
- el numero de bases (Yc) en la region (Yc)es 1a 7.

9. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 8, donde:

- el numero de bases (Xc) en la region (Xc) es 1 a 3; y/o
- el numero de bases (Yc) en la region (Yc) es 1 a 3.

10. La molécula de acido nucleico monocatenario segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que es
una molécula de ARN.

11. Una composicion para inhibir la expresion de un gen diana, comprendiendo la composicién la molécula de acido
nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

12. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula de acido nucleico monocatenario segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

13. La composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12 para su uso en el tratamiento de inflamacion.
14. Un procedimiento in vitro para inhibir la expresion de un gen diana, comprendiendo el procedimiento usar la
molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde
opcionalmente.

- el procedimiento comprende administrar la molécula de acido nucleico monocatenario a una célula, un tejido o

un érgano in vitro; o
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- la molécula de acido nucleico es una molécula de ARN vy la expresion del gen diana se inhibe induciendo
interferencia por ARN.

15. Una molécula de acido nucleico para su uso en el tratamiento de una enfermedad, donde la molécula es la
molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y la molécula de
acido nucleico monocatenario comprende, como secuencia inhibidora de la expresién, una secuencia que inhibe la

expresion de un gen que causa la enfermedad.
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TNF-a en BALF (pg/ml)
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