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DESCRIPCION
Acido L-nucleico modificado
La invencion se refiere a acidos L-nucleicos modificados, a su uso, asi como a procedimientos para su preparacion.

El desarrollo de nuevos conceptos terapéuticos recurre, junto al uso de moléculas organicas relativamente
pequefas, de manera creciente también a anticuerpos monoclonales, péptidos y acidos nucleicos funcionales, es
decir, aquellos acidos nucleicos que se unen especificamente a una estructura diana. Representantes tipicos de
estos acidos nucleicos funcionales son los denominados aptameros que ya fueron desarrollados contra una
pluralidad de diferentes biomoléculas. En este caso, partiendo de un banco de acidos D-nucleicos, en varias etapas
y mediante seleccion in-vitro, se aislan una o varias moléculas de acidos nucleicos, los denominados aptameros,
que se distinguen por una afinidad particularmente elevada frente a su estructura diana. Procedimientos para la
preparacion de aptameros de este tipo se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente europea EP 0 533 838.

En farmacologia, se conoce ya desde hace tiempo el problema de la estabilidad y biodisponibilidad, expresada como
la semivida bioldgica, de los principios farmacéuticamente activos administrados. Estrategias para alcanzar una
semivida biolégica que permita el efecto optimo de las sustancias farmacéuticamente activas administradas se
concentran, por una parte, en una modificacion adecuada de los principios farmacéuticamente activos y, por otra, en
el desarrollo de formas de administracion adecuadas. En el primer caso, existen considerables limitaciones de
manera que se ha de garantizar que el compuesto que presenta una semivida biolégica elevada, es decir, un tiempo
de permanencia en el organismo a tratar, no pierda sus propiedades farmacolégicas, con otras palabras, su
actividad, asi como la provocacion de los efectos secundarios menores posibles.

Junto a los aptameros precedentemente mencionados, con los denominados spiegelmeros existe otra forma de
acidos nucleicos funcionales. También los spiegelmeros se unen especificamente a una secuencia diana en donde
aqui, sin embargo, se selecciona utilizando un banco de acidos D-nucleicos frente a la forma enantiomérica de la
diana y los acidos D-nucleicos que se unen a ellos se preparan acto seguido como acidos L-nucleicos y éstos, como
consecuencia de la reciprocidad quiral, se pueden unir a la diana propiamente dicha y no a la forma enantiomérica
utilizada para el proceso de seleccion. Procedimientos para la preparacién de spiegelmeros de este tipo se
describen, por ejemplo, en la solicitud de patente internacional WO 98/08856.

Vistos desde un punto puramente quimico, los spiegelmeros son acidos L-nucleicos, tipicamente L-oligonucleétidos,
que practicamente no pueden ser degradados por enzimas naturales como consecuencia de su estructura a base de
L-nucledtidos. Junto a la especificidad de la molécula diana, ésta califica esta propiedad para la aplicacion en los
mas diversos sectores tales como, p. €j., analisis de muestra bioldgica, diagnéstico y terapia.

De manera similar a los otros compuestos quimicos que encuentran aplicacion en diagndstico asi como en terapia,
en particular aquellos que se aplican en un organismo, existe, por consiguiente, también para los spiegelmeros una
necesidad de transformar a éstos en una forma que permita que los spiegelmeros estén presentes en el organismo a
lo largo de un espacio de tiempo prolongado y sean eficaces. En este caso, es otra mision en la que se basa la
presente invencién el que mediante la modificacién no se afecte la especificidad de la molécula diana caracteristica
para los spiegelmeros.

El problema en el que se basa la presente invencién se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones
independientes adjuntas. Formas de realizacion preferidas resultan de las reivindicaciones dependientes adjuntas.

Con mas exactitud, el problema se resuelve conforme a la invencién en un primer aspecto mediante un acido L-
nucleico modificado que comprende una parte de acido L-nucleico y una parte de acido no L-nucleico, estando la
parte de acido L-nucleico conjugada con la parte de acido no L-nucleico, siendo la parte de acido L-nucleico un
spiegelmero y presentando la parte de acido no L-nucleico un peso molecular mayor que 300 Da, para uso en un
procedimiento para el tratamiento terapéutico o diagnéstico de un organismo, conduciendo la conjugacion de la parte
de acido L-nucleico con la parte de acido no L-nucleico a una secrecion ralentizada a partir del organismo,
comparada con un acido L-nucleico que comprende sélo la parte de acido L-nucleico.

En un segundo aspecto, el problema en el que se basa la invencion se resuelve mediante un acido L-nucleico
modificado que comprende una parte de acido L-nucleico y una parte de acido no L-nucleico, estando la parte de
acido L-nucleico conjugada con la parte de acido no L-nucleico, siendo la parte de acido L-nucleico un spiegelmero y
presentando la parte de acido no L-nucleico un peso molecular mayor que 300 Da, para uso en un procedimiento
para el tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, conduciendo la conjugacion de la parte de acido L-
nucleico con la parte de acido no L-nucleico a un tiempo de permanencia prolongado en el organismo, comparado
con un acido L-nucleico que comprende sélo la parte de acido L-nucleico.

En una forma de realizacion de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencién, esta previsto que la
parte de acido L-nucleico esté conjugada con la parte de acido no L-nucleico y que la parte de acido no L-nucleico
presente un peso molecular mayor que aproximadamente 20.000 Da y preferiblemente mayor que aproximadamente
40.000 Da.
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En otra forma de realizacion de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion esta previsto que el
acido L-nucleico modificado presente un peso molecular de aproximadamente 600 a 500.000 Da, preferiblemente de
aproximadamente 10.000 a 400.000 Da, preferiblemente de aproximadamente 50.000 a 300.000 Da.

Todavia en otra forma de realizaciéon de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion esta
previsto que la parte de acido L-nucleico presente un peso molecular de 300 a 50.000 Da, preferiblemente de 5.000
a 25.000 Da, preferiblemente de 7.000 a 15.000 Da.

Finalmente, en una forma de realizacion de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion esta
previsto que la parte de acido no L-nucleico esté enlazada directa o indirectamente a la parte de acido L-nucleico a
través de un grupo funcional de la parte de acido L-nucleico, el cual esta presente o unido a uno de los siguientes
componentes del acido L-nucleico, eligiéndose el grupo funcional del grupo que comprende fosfatos terminales y no
terminales, porciones de azlcares terminales y no terminales y bases de purina naturales y no naturales y bases de
pirimidina naturales y no naturales.

En una forma de realizacién de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta previsto que el
enlace de la parte de acido no L-nucleico con la parte de acido L-nucleico se presente a través del grupo 2’-OH, 3'-
OH y/o 5-OH o de un derivado del mismo de una o varias de las porciones de azucares de la parte de acido L-
nucleico.

En otra forma de realizacién de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta previsto que el
enlace se presente a través de al menos una de las posiciones 5 o0 6 de la base de pirimidina.

En otra forma de realizacién de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta previsto que el
enlace se presente a través de al menos una de las bases de purina.

Todavia en otra forma de realizacion de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta
previsto que el enlace se presente a través de al menos una de las posiciones 8 de las bases de purina.

Finalmente, en una forma de realizacion de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta
previsto que el enlace se presente en uno o varios de los grupos amina y/o grupos ceto exociclicos y/o endociclicos
de las bases de purina y/o pirimidina y/o de la o las posiciones abasicas.

En una forma de realizacién de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta previsto que la
parte de acido no nucleico se elija del grupo que comprende poli(etilen)glicol lineal, poli(etilen)glicol ramificado,
hidroxietil-almidén, péptidos, proteinas, polisacaridos, esteroles, polioxipropileno, polioxiamidatos, poli(2-hidroxietil)-
L-glutamina, polietilenglicol preciso.

En una forma de realizacién de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta previsto que
entre la parte de acido L-nucleico y la parte de no acido L-nucleico esté dispuesto un enlazador.

En otra forma de realizacién de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencion, esta previsto que la
parte de acido L-nucleico comprenda un acido nucleico conforme a SEQ ID NO. 1

En una forma de realizacién preferida de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la invencién, esta
previsto que la parte de acido L-nucleico en el extremo 5’-OH presente como enlazador 6-aminohexilfosfato.

En una forma de realizacién particularmente preferida de los acidos L-nucleicos modificados de acuerdo con la
invencion, esta previsto que a la amina libre del enlazador de aminohexilfosfato esté acoplado un polietilenglicol.

En un tercer aspecto, el problema se resuelve mediante el uso de los acidos L-nucleicos de acuerdo con la invencion
como diagndstico o agente diagndstico.

En un cuarto aspecto, el problema en el que se basa la invencién se resuelve mediante el uso de los acidos L-
nucleicos modificados conforme a la invencién para la preparacién de un medicamento.

Ademas, se da a conocer un procedimiento para la provisién de un acido L-nucleico modificado, en particular de los
acidos nucleicos conformes a la invencion, que comprende una parte de acido L-nucleico y una parte de acido no L-
nucleico, estando previstas las siguientes etapas:

a) proporcionar un acido L-nucleico que configure la parte de acido L-nucleico 0 una parte del mismo del
acido L-nucleico modificado;

b) proporcionar un acido no L-nucleico que configure la parte de acido no L-nucleico o una parte del mismo del
acido L-nucleico modificado; y

c) hacer reaccionar el acido L-nucleico de a) y del acido no L-nucleico de b), y

d) opcionalmente, aislar el acido L-nucleico modificado obtenido en la etapa c).
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En el caso del procedimiento esta previsto que el acido L-nucleico en la etapa a) comprenda un enlazador.

En el procedimiento esta previsto, ademas, que después de la provision del acido L-nucleico en la etapa a), éste sea
provisto de un enlazador.

Ademas, esta en el marco de la presente divulgacion el que la parte de acido no L-nucleico comprenda un enlazador
o bien que después de la provision del acido no L-nucleico en la etapa b), éste sea provisto de un enlazador.

La presente invencion se funda en el reconocimiento sorprendente de que en el caso de utilizar acidos L-nucleicos
en un organismo tal como, p. €j., un organismo de mamifero, y de manera muy particularmente preferida en el caso
de un mamifero que preferiblemente se elija del grupo que comprende el hombre, monos, perros, gatos, ovejas,
cabras, conejos, cobayas, ratones y ratas, ciertamente no se metabolizan acidos L-nucleicos, lo cual se justifica
debido a que las nucleasas que se presentan por norma general en organismos de este tipo no reconocen como
sustrato a acidos L-nucleicos en virtud de su estereoespecifidad, no obstante, la semivida biolégica de los acidos L-
nucleicos en el citado organismo es relativamente baja. Asi, se comprobd que en el caso de la administracion in vivo
de acidos L-nucleicos no modificados con una secuencia aleatoria en ratas y monos, la semivida oscilaba entre 30
minutos y 6 horas. También en el caso de utilizar un acido L-nucleico, es decir, un spiegelmero, que esta dirigido
contra una molécula diana presente en el organismo investigado, se confirmé la observacion precedente de una
semivida bioldgica relativamente corta, lo cual confirma que ésta no se basa en un artefacto como consecuencia de
la no especificidad del acido L-nucleico, Ademas, los autores de la presente invencién han comprobado que la
semivida de acidos L-nucleicos no modificados es aproximadamente igual que la semivida de acidos D-nucleicos no
modificados. En este caso, la estabilidad de los acidos L-nucleicos no modificados esta claramente incrementada
frente a la estabilidad de acidos D-nucleicos no modificados. Se pudo entonces demostrar, sorprendentemente, que
mediante la modificacion aumenté mas intensamente la semivida de acidos L-nucleicos que en el caso de la
modificacion de acidos D-nucleicos. Por consiguiente, como consecuencia de la modificacion de acidos nucleicos se
produce, de manera totalmente inesperada, una modificacién de la semivida de los acidos L-nucleicos modificados
en comparaciéon con la semivida de los acidos D-nucleicos modificados, cuyas semividas se asemejan, por lo
demas, a la forma no modificada. Con otras palabras, sélo como consecuencia de la modificaciéon puede realizarse
el efecto deseado de una semivida prolongada de acidos nucleicos funcionales, lo cual, sin embargo, sdlo es posible
utilizando acidos L-nucleicos modificados y no, por ejemplo, utilizando acidos D-nucleicos modificados. En el caso
concreto precedentemente descrito se trata de un spiegelmero para el agonista hormonal hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH) que fue administrado a ratas machos orquidectomizadas. La GnRH estimula la sintesis y
liberacion de la hormona estimulante del foliculo (FSH) gonadotropina y la hormona luteinizante (LH). En el caso de
ratas machos orquidectomizadas, en virtud de la carente sefial de retroalimentacion de testosterona, se presentan
niveles incrementados de FSH y LH. El spiegelmero especifico condicion6 una disminucién clara del nivel de LH en
un primer estudio (100 mg/kg, aplicacion s. c.), no obstante, ya después de unas pocas horas, pudo observarse una
disminucion de la efectividad del spiegelmero. En una realizaciéon del mismo estudio con el conjugado de
spiegelmero para GnRH-PEG correspondiente (150 mg/kg, aplicacion i.v.) pudo observarse, por el contrario, una
disminucién completa del nivel de LH que seguia permaneciendo totalmente disminuido a lo largo de un espacio de
tiempo de 24 horas. El conjugado spiegelmero para GnRH-PEG representa un ejemplo de un acido L-nucleico
modificado de acuerdo con la invencion. El spiegelmero para GnRH corresponde en este caso a la parte de acido L-
nucleico y el PEG a la parte de acido no L-nucleico.

Estos resultados demuestran que el tiempo de permanencia de acidos L-nucleicos tales como spiegelmeros en un
organismo puede prolongarse mediante una modificacion, en particular una modificacion de alto peso molecular del
acido L-nucleico. La modificacion del acido L-nucleico tiene lugar mediante el enlace del mismo con un acido no L-
nucleico. Sin desear estar limitado por ello, la sorprendente observacion parece estar justificada debido a que, como
consecuencia del peso molecular elevado del acido L-nucleico modificado de este modo y de la carente capacidad
de metabolizacién del acido L-nucleico se ralentiza la secrecién del acido L-nucleico modificado a partir de un
organismo, en particular un organismo mamifero. Dado que la segregacion tiene lugar tipicamente a través de los
rinones, actualmente se parte del hecho de que la tasa de filtracion glomerular de los rifiones en relacion con los
acidos L-nucleicos modificados esta significativamente reducida frente a la de los acidos L-nucleicos no modificados,
lo cual conduce a un tiempo de permanencia incrementado, es decir, una semivida biolégica del acido L-nucleico
modificado en comparacién con el tiempo de permanencia del correspondiente acido L-nucleico, pero no modificado.

Particularmente notable es a este respecto el hecho de que, a pesar de la modificacion realizada, aparentemente no
pierde nada de su especificidad el acido L-nucleico modificado, es decir, en particular la parte del acido L-nucleico
responsable de la especificidad para la molécula diana. Con ello, los acidos L-nucleicos modificados conformes a la
invencion presentan, de manera totalmente sorprendente, aquellas propiedades que, por lo demas, no pueden
realizarse en otros compuestos farmacéuticamente activos de que, a saber, se renuncia a numerosas formulaciones
galénicas, p. €j., en forma de preparados de depdsito que entregan sucesivamente el principio activo, y mas bien
puede realizarse una modificacién directa del principio activo en cuestion, sin que en este caso se influya
negativamente en su actividad biolégica, en el caso de los spiegelmeros, en particular expresada como especificidad
de la reaccion o formacion del complejo con su molécula diana respectiva. Con otras palabras, los acidos L-
nucleicos modificados conformes a la invencion superan la incompatibilidad existente por lo demas en el caso de
principios activos farmacéuticos y, en particular, en moléculas pequefias de principio activo de la actividad especifica
del principio activo farmacéutico con un aumento de su tiempo de permanencia en un organismo, en particular con
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una reduccion de la secrecion tal como, por ejemplo, de la tasa de filtracion glomerular. En este caso, es notable el
hecho de que la afinidad de la parte de acido L-nucleico permanece esencialmente invariable mediante la
conjugacion con la parte de acido no L-nucleico.

Lo anteriormente dicho es valido, naturalmente, no sélo para el caso de la aplicaciéon de acidos L-nucleicos
modificados tales como spiegelmeros como agentes terapéuticamente eficaces, sino también para su uso como
agentes de diagndstico, en particular en el caso de su uso como diagndsticos in vivo. Un ejemplo tipico del uso de
spiegelmeros como diagndsticos in vivo lo representa la formacién de imagenes in vivo y, en este caso, en particular,
el uso de spiegelmeros portadores de radionucleidos para la tomografia por emisiéon de positrones. En el caso de
esta aplicacién, se establece que el radionucleido permanezca en el cuerpo durante un espacio de tiempo definido.
Si el radionucleido y, con ello, la radiactividad permaneciera en el organismo a lo largo de un espacio de tiempo
prolongado, debiéndose entender prolongado como necesario con el fin de llevar a cabo el examen respectivo, esto
irla acompafado para el paciente de una exposicion a radiacion radiactiva innecesaria, en algunos casos
posiblemente incluso perjudicial para la salud. Por otra parte, para el caso de que la secrecidon del agente
diagnéstico y, con ello, del marcaje radiactivo a partir del cuerpo tenga lugar de manera demasiado rapida, esto
conduciria a que no seria posible un diagndstico o afirmacion diagndstica adecuado. Con la disponibilidad de los
acidos L-nucleicos modificados conformes a la invencién puede ajustarse de manera optimizada, en funcion de los
requisitos respectivos, el agente diagndstico en relacion con su tiempo de permanencia, es decir, su semivida
bioldgica. Esto se justifica de manera determinante con la observacion de que la tasa de filtracion glomerular se
reduce fuertemente a partir de un peso molecular mayor que aproximadamente 45.000 Da. Por lo demas, la
secrecion, en particular, la tasa de filtracion glomerular se correlaciona de manera inequivoca con el tamafio de la
molécula. Mediante el uso de una parte de acido no L-nucleico adecuada tal como, por ejemplo, la descrita en esta
memoria, puede adaptarse el tiempo de permanencia del acido L-nucleico modificado de manera exacta a los
requisitos.

La naturaleza quimica de la parte de acido no L-nucleico del acido L-nucleico modificado puede configurarse
practicamente de forma libre en el marco de determinados limites. Un requisito establecido al acido nucleico
modificado que se administra a un organismo, que deberia darse en la mayoria de los casos de aplicacion del acido
L-nucleico modificado, estriba en que la parte de acido no L-nucleico se compone de uno o varios compuestos no
inmunoégenos. Alternativamente, pero eventualmente de manera complementaria a ello, puede tratarse en este caso
de compuestos lipofilicos, al igual que de compuestos hidrofilicos. Para el experto en la materia es evidente que, en
funcion de las condiciones marco del caso individual puede recurrirse posiblemente también a compuestos
ligeramente inmundgenos, en particular cuando la administracion del acido L-nucleico modificado de acuerdo con la
invencion no debe tener lugar a lo largo de un espacio de tiempo prolongado o multiples veces, sino Unicamente una
vez. A la inversa, este aspecto es particularmente importante cuando los acidos L-nucleicos modificados conforme a
la invencion deben ser administrados a lo largo de un espacio de tiempo prolongado o multiples veces. En este caso,
por norma general debe asegurarse que mediante la parte de acido no L-nucleico del acido L-nucleico modificado no
se genere respuesta inmunoldgica alguna en el caso de la aplicacién del acido L-nucleico modificado, la cual
conduciria, en el caso de una administracion renovada del mismo, a una reaccion inmunoldgica o alérgica.

La configuracion de la parte de acido no L-nucleico del acido L-nucleico modificado puede tener lugar en este caso
también de manera que mas de una parte de acido no L-nucleico se une o conjuga a una parte de acido L-nucleico.
Por ejemplo, es posible unir dos o mas partes de acido no L-nucleico a la parte de acido L-nucleico. La parte de
acido no L-nucleico individual es preferiblemente un polimero, pudiendo presentar las subunidades del polimero un
peso molecular relativamente bajo. También se encuentra dentro del marco de la presente invencion el que mas de
una parte de acido L-nucleico esté unida a una parte de acido no L-nucleico

Otro aspecto que ha de tenerse en cuenta en el caso de la eleccién de la parte de acido no L-nucleico del acido L-
nucleico modificado consiste en la asignacion de los spiegelmeros a determinados compuestos, en particular a
determinados 6rganos o células. Aqui, en funcién de las relaciones especificas, la parte de acido no L-nucleico
puede adaptarse de manera que, independientemente de la especificidad de la unién del spiegelmero o del acido L-
nucleico modificado, condicionada por la parte de acido L-nucleico, el acido L-nucleico modificado se acumule
preferiblemente en determinadas células, tejidos u érganos.

Tipicamente, el peso molecular de la parte de acido no L-nucleico oscila entre 300 y 500.000 Da. La parte de acido
L-nucleico puede acoplarse individualmente, multiples veces o en todas las combinaciones arbitrarias con otras
parte de acido no L-nucleico en los mismos o distintos lugares de la parte de acido L-nucleico del acido L-nucleico
modificado.

Se encuentra dentro del marco de la presente invencién el que el peso molecular del acido L-nucleico modificado
sea fuertemente determinado por la parte de acido no L-nucleico. Basicamente, el acido L-nucleico modificado
puede presentar un peso molecular de aproximadamente 600 a 500.000 Da, preferiblemente de aproximadamente
10.000 a 400.000 Da y de manera preferida de aproximadamente 50.000 a 300.000 Da. Intervalos menores del peso
molecular se realizan, por ejemplo, mediante acidos L-nucleicos modificados de este tipo que son conjugados de
colesterol y que presentan tipicamente un peso molecular de aproximadamente 10 kDa a 25 kDa. Intervalos
mayores del peso molecular se realizan, por ejemplo, mediante acidos L-nucleicos modificados de este tipo que son
conjugados de HES y que, a menudo, presentan un peso molecular de aproximadamente 100 kDa a 500 kDa. Para
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el caso de que los acidos L-nucleicos modificados sean conjugados de PEG, el peso molecular preferido es de
aproximadamente 40 a 70 kDa.

Como parte de acido no L-nucleico se puede utilizar, por ejemplo:

- Poliéteres y alcoxipoliéteres tales como, p. ej., poli(etilen)glicoles (PEG) lineales o ramificados,
metoxipoli(etilen)glicoles, etoxipoli(etilen)glicoles, PEG precisos (en donde PEG preciso es una poliamida
de la forma -NH-Y-NH-CO-X-CO-), pudiendo variarse Y y X en cualquier punto como (-CH>CH-0O-),, con
diferentes p en el intervalo de 4-6), poli(2-hidroxietil)-L-glutamina y polioxipropilenos que se distinguen, en
particular, porque por su parte no son metabolizables in vivo y en la medida en que el efecto condicionado
por el tamario, es decir, el peso molecular del acido L-nucleico modificado, de la secrecién controlada esta
marcado de manera particularmente duradera y no se superponen a la parte de acido no L-nucleico
mediante procesos de degradacion.

- Péptidos, polipéptidos y proteinas tales como, p. €j., albiumina, pudiéndose tratar en el caso de estos
compuestos tanto de sustancias presentes de forma natural como también afiadidas desde fuera.

- Polisacaridos tales como, p. e€j., hidroxietil-almidon, dextranos, son por su parte metabolizables y pueden
influir de manera muy especifica sobre el tiempo de permanencia como consecuencia de la tasa de
degradacion controlable con precision. El peso molecular del hidroxietil-almidén utilizado en una forma de
realizacion oscila entre 10 kDa, preferiblemente en 40 kDa y 400 kDa, preferiblemente entre 100 kDa y 300
kDa. El hidroxietil-almidén tiene un grado de sustituciéon molar de 0,1 a 0,8 y una relacién de C, : Cg en el
intervalo de 2 a 20. En relacion con el acoplamiento de los polisacaridos a la parte de acido L-nucleico del

acido L-nucleico modificado se cumple lo dicho en esta memoria en relaciéon con la porciéon de
azucar de los acidos L-nucleicos en relacion con el uso de los grupos OH y de su derivatizacion.

- Esteroles tales como, p. €j., colesterol. Ciertamente, los esteroles se distinguen por un peso molecular
relativamente bajo, pero también éste puede conducir ya a un aumento del tiempo de permanencia del
acido L-nucleico modificado con los mismos. De gran importancia a este respecto es, sin embargo, evaluar
el comportamiento de los esteroles, en particular de colesterol que in vivo forma un complejo no covalente
con lipoproteinas tal como, por ejemplo, HDL, con lo cual se alcanza un aumento de las moléculas y, con
ello, una mayor semivida in vivo.

Basicamente, se encuentra en el marco de la presente invencién que la parte de acido no L-nucleico sea
configurada también por uno o varios D-nucledsidos o bien D-nucleétidos, pudiendo presentar éstos individualmente
0 en conjunto otras modificaciones tales como, por ejemplo, modificaciones para el aumento de la estabilidad en
sistemas bioldgicos. Modificaciones de este tipo lo representan, por ejemplo, la fluoracion en la posicion 2’ del
componente azucar de los nucleétidos o bien nucledsidos. Ademas, estos D-nucledsidos y D-nucledtidos pueden
representar un componente de los distintos acidos no L-nucleicos, en particular de aquellos de los precedentemente
mencionados, pero también parte de un enlazador descrito en esta memoria. En este caso, se encuentra dentro del
marco de la presente invencion el que distintos o varios de los D-nucledsidos o D-nucleétidos puedan comprender
también una o mas posiciones abasicas.

El enlace de la parte de acido L-nucleico con una o varias de las partes de acido no L-nucleico puede tener lugar
basicamente en todos los componentes o agrupaciones de las dos partes que constituyen el acido L-nucleico
modificado, pudiendo estar previsto también que tengan lugar derivatizaciones en uno o varios puntos de una o de
ambas partes, es decir, en el acido L-nucleico al igual que en la o las partes de acido no L-nucleico. El enlace puede
tener lugar, en particular, en el grupo 5’-OH, 3’-OH o 2’-OH del acido L-nucleico, en particular de la parte de ribosa o
desoxirribosa.

En este caso, se encuentra también en el marco de la presente invencion el que al menos una parte de los
componentes de azucar de los nucleétidos que constituyen el acido L-nucleico pueden presentar otro aztcar que no
sea ribosa o desoxirribosa. Azlcares de este tipo pueden ser, por ejemplo, otras pentosas tales como, por ejemplo,
arabinosa, pero pueden contener también hexosas o tretosas, o también un atomo de nitrégeno tal como, por
ejemplo, en un anillo morfolino o un aza- o tio-azlcar u otras modificaciones de azlcares tales como en acidos
nucleicos bloqueados (LNA) o acidos nucleicos peptidicos (PNA). Estos grupos OH pueden presentarse mediante
modificacion quimica adecuada en forma de grupos NH., SH, aldehido, acido carboxi, fosfato, yodo, bromo o cloro.
El experto en la materia conoce otros grupos funcionales que permiten un acoplamiento a la parte de acido L-
nucleico. En la medida en que en esta memoria se describa el enlace de una parte de acido no L-nucleico con un
acido L-nucleico, son validas las explicaciones analogamente también para el caso de que se una mas de una parte
de acido no L-nucleico a la parte de acido L-nucleico o se presente unida a la misma, en la medida en que no se
haga ninguna declaracion al contrario.

Se encuentra ademas en el marco de la presente invencién el que al menos una parte de los grupos fosfato de los
nucledtidos que constituyen el acido L-nucleico modificado presenten modificaciones. Modificaciones de este tipo
son, por ejemplo, fosfotioatos, fosfoditioatos, fosforoamidatos, fosfonatos y otras modificaciones conocidas por los
expertos en la materia.
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Junto al enlace la parte de acido L-nucleico a la parte de acido no L-nucleico a través de la parte de azucar de la
parte de acido L-nucleico puede tener lugar el enlace al igual que en la cadena principal del fosfato, pudiendo tener
lugar también aqui, en relacion con el enlace a través de la porcion de ribosa o desoxirribosa del acido L-nucleico
indicado, una correspondiente modificacion. Finalmente, son posibles enlaces a través de la posicion 5 y/o 6 de la o
las bases de pirimidina, la posicion 8 de la o las bases de purina asi como sus grupos amino y ceto exociclicos y
endociclicos de la respectivas nucleobases, eventualmente también después de una modificacién funcional de las
mismas tal como se ha explicado precedentemente. Junto a bases naturales, el acido L-nucleico puede contener
también una o mas bases no naturales tales como, p. €j., isoguanidina, isocitidina, xantosina, inosina, 2,4-
diaminopirimidina. En este caso, se encuentra dentro del marco de la presente invencion el que uno cualquiera de
los enlaces descritos en esta memoria entre la parte de acido L-nucleico y la parte de acido no nucleico pueda tener
lugar directa o indirectamente. Un enlace indirecto se presenta particularmente cuando entre la parte de acido L-
nucleico y la parte de acido no L-nucleico esté dispuesto un enlazador, por ejemplo un enlazador descrito en esta
memoria, y éste proporcione uno o ambos de los grupos funcionales.

Se encuentra también en el marco de la presente invencion el que entre la parte de acido L-nucleico y la o las partes
de acido no L-nucleico puedan incorporarse uno o varios denominados enlazadores. Un enlazador de este tipo se
compone tipicamente de al menos un grupo funcional, asi como un distanciador o espaciador. La funcion del
enlazador puede consistir, por una parte, en facilitar la reacciéon de acoplamiento. Adicional o alternativamente a ello,
puede asociarse al mismo una funcién de manera que se constituya una distancia en el espacio entre la parte de
acido L-nucleico y la parte de acido no L-nucleico del acido L-nucleico modificado. Una distancia de este tipo es
ventajosa bajo determinadas circunstancias, p. €j., cuando se hayan de impedir interacciones entre las partes que
constituyen el acido L-nucleico modificado, en particular entre la parte de acido L-nucleico y la parte de acido no L-
nucleico o entre dos o mas partes de acido no L-nucleico del acido L-nucleico modificado.

El enlazador propiamente dicho puede comprender de nuevo uno o mas grupos funcionales y estar acoplado a éstos
en uno de los puntos arriba mencionados de la parte de acido L-nucleico. Tipicamente, el espaciador se compone,
entre otros, de cadenas de alquilo de diferente longitud, siendo preferida una longitud de cadena de 1 a 20, en
particular de 4 a 15 y de manera muy particular de 6 a 12 atomos de C. La cadena de alquilo propiamente dicha
puede estar ramificada o puede portar otros grupos funcionales. Una forma de realizacion tipica del espaciador
comprende enlaces éter entre distintos mondmeros tal como estan presentes p. €j., en el caso de poli(etilen)glicol o
polioxipropileno, estando presentes de 1 a 20 veces en este caso a menudo los distintos monémeros en los
polimeros. También en el caso de la configuracion del espaciador mediante cadenas de poliaminoalquilo o
poliamidoalquilo es habitual una frecuencia de los monémeros que constituyen estos polimeros con un valor de 1 a 20.

El enlazador puede estar acoplado a uno de los L-nucledtidos que configuran la parte de acido L-nucleico del acido
L-nucleico modificado. Alternativamente, el enlazador puede ser incorporado en el oligémero resultante también
durante la sintesis enzimatica o quimica del acido L-nucleico. Ademas de ello, se encuentra dentro del marco de la
presente invencion el que el acido L-nucleico sea modificado post-sintesis y, con ello, sea provisto de un enlazador
para el acoplamiento de una parte de acido no L-nucleico.

Esta también dentro del marco de la presente invenciéon el que un enlazador se incorpore, por ejemplo, en una
posiciéon abasica en un bucle de horquilla o en el extremo 3’ 0 5’ 0 en otra posicién. Si en el caso del acido L-
nucleico se trata de un spiegelmero, la posicion abasica puede estar incorporada en una posiciéon del spiegelmero
que no es esencialmente importante para la unién de la molécula diana o bien para la estructura del spiegelmero.
Por posicion abasica se ha de designar en esta memoria un lugar de la parte del acido L-nucleico que,
analogamente a un L-nucleétido normal, posea la misma cadena principal a base de fosfato y azdcar en la que la
nucleobase esté sustituida sin embargo mediante un atomo de hidrégeno o un enlazador, tal como se representa
esto también la Fig. 24.

Los acidos L-nucleicos modificados, que en esta memoria se denominan también conjugados de acido L-nucleico,
pueden prepararse, como ya se puede ver por la exposicion arriba indicada en relacion con los lugares de enlace
entre la parte de acido L-nucleico y la parte de acido no L-nucleico, por una pluralidad de reacciones que en lo que
sigue se expone con detalle

- amidas de acido pueden prepararse mediante reaccion de N-hidroxisuccinimida (NHS) o activaciones similares de
acidos carboxmcos tales como anhidrido, cloruro de acido, éster, succinimida y maleimida, con una amina primaria o
secundaria ’

- Tioéteres pueden prepararse partlendo de un haluro y un tiol 3 y, a continuacion, pueden ser objeto de una
oxidacion en sulfoxido o sulfona *°, Los haluros, en particular haloacetilo (acido yodoaceético, acido bromoacético)
pueden ser acoplados a un grupo funC|onaI arbitrario de una de las dos partes de acido L-nucleico por cada enlace
éster o amida de acido y, a continuacion, el grupo yodo o bromo muy reactivo puede ser acoplado con un tiol libre.
Por consiguiente, haloacetilo representa un caso espeC|aI del acoplamiento de haluro-tiol ’. Tioéteres pueden
prepararse, ademas, partiendo de maleimida y tiol ”°, la isotiourea a partir de |sot|00|anato y amina % |a isourea
partiendo de isocianato y amina ", el carbamato partlendo de isocianato y alcohol "2, los enlaces C-C medlante la
reaccion de Diels-Alder ', los heteromclos mediante cicloadicion 1,3-dipolar 13 Ias aminas mediante aminacién
reductora, a continuacién de la reaccion de, por ejemplo, aldehido o cetona con una amina bajo subsiguiente
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reduccion ', la amida de acido partiendo de un acido y una amina 1316 |os ésteres partiendo de acido carboxilico o

de los aC|dos carboxilicos activados arriba mencionados y alcohol, sulfonamlda partiendo de amina y cloruro de
sulfonllo , aminas secundarias partiendo de un epOX|do y una amina '®', tioéter partiendo de un epdxido y un tiol

dlsulfuro partiendo de un tiol y otro tiol o un disulfuro "%, hidrazonas partlendo de una hidrazina y un aldehido o
una cetona, pudiendo reducirse la hidrazona ad|C|onaImente para formar una hidrazina modificada estable 23,
fosfotioatos partiendo de un fosfato o de un acido fosférico activado tal como, por ejemplo, fosforoimidazolida y un
tiol %*, fosforoamidato partiendo de un fosfato o de un acido fosférico activado tal como, por ejemplo,
fosforoimidazolida o fos-N-hidroxibenzotriazol y una amina . En este caso, se encuentra en el marco de la
presente invencién acoplar primeramente un enlazador a través de un enlace fosforoamidato o fosfotioato a la parte
de acido L-nucleico y, a continuacién, a la parte de acido no L-nucleico. Enlazadores de este tipo pueden ser, en
particular, etilendiamina o cisteamina.

Las explicaciones precedentes son validas basicamente tanto para el caso de que el grupo labil reactivo mencionado
en primer lugar no esté dispuesto en la parte de acido no L-nucleico, como para el caso de que esté dispuesto en la
parte de acido L-nucleico. La correspondiente modificacién del acido L-nucleico, en el sentido de que se proporcione
un correspondiente grupo reactivo, es conocida por los expertos en este sector. Lo mismo es valido para la parte de
acido no L-nucleico.

La expresion acido L-nucleico se utiliza en esta memoria de manera sinénima a la expresion L-oligonucleétidos o L-
polinucledtidos y designa, entre otros, tanto acido L-desoxirribonucleico como también acido L-ribonucleico y
combinaciones de los mismos, es decir, que grupos individuales o un grupo de nucleétidos se presenta en forma de
ARN vy los otros nucledtidos que constituyen el acido nucleico se presentan en forma de ADN, y viceversa. También
en este caso esta previsto que, en lugar de desoxirribosa o ribosa, otros azucares configuren el componente aztcar
del nucledtido. Esta comprendido, ademas, el uso de nucledtidos con otras modificaciones en la posicion 2’ tales
como NHz, OMe, OEt, Oalquilo, NHalquilo y el uso de nucleobases naturales o no naturales tales como, por ejemplo,
isocitidina, isoguanosina. Se encuentra en este caso también en el marco de la presente invenciéon que el acido L-
nucleico presente las denominadas posiciones abasicas, es decir, nucleétidos a los que les falta la nucleobase.
Posiciones abasicas de este tipo pueden estar dispuestas tanto dentro de la secuencia de nucleétidos del acido L-
nucleico como en uno o en los dos extremos, es decir, el extremo 5’ y/o el extremo 3'.

Ademas, se encuentra en el marco de la presente invencion que el acido L-nucleico contenga uno o varios D-
nucledsidos o D-nucledtidos. En este caso, el uno o los varios D-nucledsidos o D-nucleétidos pueden estar
dispuestos dentro del acido L-nucleico, al igual que en uno o los dos extremos del acido L-nucleico. El D-nucledsido
o el D-nucledtido individual puede portar en este caso una o varias modificaciones, por ejemplo para aumentar la
estabilidad del nucledsido o bien nucleétido o bien su unién al acido L-nucleico.

El acido L-nucleico puede presentarse basicamente en forma de cadena doble o cadena sencilla. Tipicamente, se
trata de un acido L-nucleico de cadena sencilla, el cual, sin embargo, condicionado por su secuencia primaria, puede
configurar estructuras secundarias definidas y, con ello, también estructuras terciarias. En la estructura secundaria
se presentan también tramos de doble cadena en el caso de una pluralidad de acidos L-nucleicos.

Los acidos L-nucleicos pueden designar, junto a la modificacion de elevado peso molecular particularmente descrita
en esta memoria, también modificaciones en relacion con los distintos nucleétidos del acido nucleico, pudiendo
presentarse aqui, p. €j., el grupo 2’-OH de la porcién de azucar de los nucleétidos en forma de metiléter como ya se
ha dado a conocer precedentemente.

En el caso de los acidos L-nucleicos o bien partes de acido L-nucleico descritos en esta memoria se trata
preferiblemente de acidos nucleicos funcionales. A los acidos nucleicos funcionales pertenecen, entre otros,
aptameros, spiegelmeros, ribozimas y aptazimas. De manera preferida, los acidos L-nucleicos o bien partes de acido
L-nucleico son spiegelmeros. Como ya se mencion6 al comienzo, los spiegelmeros son acidos nucleicos que se
unen a una molécula diana o a una parte de la misma y estan constituidos por L-nucleétidos, al menos en la parte
del acido nucleico que se une a la molécula diana. Preferiblemente, son el resultado de la puesta en contacto de un
banco de acidos nucleicos, en particular de un banco de acidos nucleicos estadistico, con la molécula diana.

Para un procedimiento de selecciéon para el desarrollo de acidos nucleicos funcionales se preparan primeramente
bancos de ADN combinatorios. Por norma general, se trata de la sintesis de oligonucleétidos de ADN que contienen
en el centro una zona a base de 10-100 nucledtidos aleatorizados que estan flanqueados por dos regiones de unién
de cebadores en los extremos 5’ y 3. La preparacion de bancos combinatorios de este tipo se describe, p. €j., en
Conrad, R.C., Giver, L., Tian, Y.y Ellington, A.D., 1996, Methods Enzymol., Vol 267,336-367. Un banco de ADN de
cadena sencilla sintetizado por via quimica de este tipo se puede transformar, a través de la reaccion en cadena de
la polimerasa, en un banco de doble cadena que, tomado por si solo puede ser empleado ya para una seleccion. Por
norma general, una separacion de las cadenas individuales tiene lugar, sin embargo, con métodos adecuados, de
modo que se accede de nuevo a un banco de cadena sencilla que se emplea para el proceso de seleccién in vitro
cuando se trata de una seleccion de ADN (Bock, L.C., Griffin, L.C., Latham, J.A., Vermaas, E.H. y Toole, J.J., 1992,
Nature, Vol. 355, 564-566). Asimismo, sin embargo, es también posible emplear el banco de ADN sintetizado por via
quimica directamente en la seleccién in vitro. Ademas de ello, en principio, a partir de ADN de doble cadena, cuando
previamente se ha introducido un promotor T7, es posible también, a través una polimerasa dependiente de ADN



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2629615713

adecuada, p. €j., la ARN polimerasa T7, generar un banco de ARN. Con ayuda de los procedimientos descritos es
posible generar bancos de 10" y mas moléculas de ADN o ARN. Cada una de las moléculas de este banco tiene
una secuencia diferente y, por consiguiente, una estructura tridimensional diferente. A través del proceso de
seleccion in vitro es entonces posible aislar, a partir del banco mencionado, mediante varios ciclos de seleccién y
amplificacién, asi como eventualmente mutacién, una o varias moléculas de ADN que presentan una propiedad de
union significativa frente a una diana dada. Las dianas pueden ser, p. €j., virus, proteinas, péptidos, acidos
nucleicos, pequefias moléculas tales como metabolitos del metabolismo, principios activos farmacéuticos o sus
metabolitos u otros componentes quimicos, bioquimicos o biolégicos, por ejemplo los descritos en Gold, L., Polisky,
B., Uhlenbeck, O. y Yarus, 1995, Annu: Rev. Biochem. Vol. 64, 763-797 y Lorsch, J.R. y Szostak, J.W., 1996,
Combinatorial Libraries, Synthesis, Screening and application potential, ed. Riccardo Cortese, Walter de Gruyter,
Berlin. El procedimiento se lleva a cabo de modo que se aislan moléculas de ADN o ARN de unién a partir del banco
originalmente empleado y se amplifican después de la etapa de seleccion mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa. En el caso de selecciones de ARN se ha de anteponer, delante de la etapa de amplificacién mediante
reaccion en cadena de la polimerasa, una transcripcion inversa. Un banco enriquecido después de una primera
ronda de selecciéon puede emplearse entonces en una ronda de seleccién renovada, de modo que las moléculas
enriquecidas en la primera ronda de seleccion tienen la posibilidad de recuperarse de nuevo mediante seleccion y
amplificacion y de pasar con todavia mas moléculas hijas a otra ronda de seleccion. Al mismo tiempo, la etapa de la
reaccién en cadena de la polimerasa abre la posibilidad de incorporar nuevas mutaciones en el caso de la
amplificacién, p. ej., mediante la variacion de la concentracion salina. Después de muchas rondas de seleccion y
amplificacion suficientes se han establecido las moléculas de unién. De esta forma, se ha formado una agrupacion
enriquecida, cuyos representantes pueden ser individualizados mediante clonacién y a continuacion ser
determinados con los métodos habituales de la determinacién de la secuencia de ADN en su estructura primaria.
Las secuencias obtenidas se examinan entonces en cuanto a sus propiedades de unién en relacién con la diana. El
procedimiento para la generacion de aptameros de este tipo se designa también como procedimiento SELEX y se
describe, p. €j., en el documento EP 0 533 838, a cuya divulgacion se hace referencia en esta memoria.

Las mejores moléculas de unién pueden acortarse mediante el acortamiento de las secuencias primarias a sus
dominios de union esenciales y prepararse mediante sintesis quimica o enzimatica.

Una forma particular de aptameros producibles de esta manera los denominados spiegelmeros que se distinguen
esencialmente porque al menos en parte, de preferencia por completo estan constituidos por los L-nucleétidos no
naturales. Procedimientos para la preparacion de spiegelmeros de este tipo se describen en el documento
PCT/EP97/04726, cuya divulgacion se recoge con ello como referencia. La particularidad del procedimiento descrito
en dicho documento estriba en la generacion de moléculas de acido nucleico enantioméricas, es decir, de moléculas
de acido L-nucleico que se unen a una diana nativa, es decir, en la forma o configuraciéon natural, o una estructura
diana de este tipo. El proceso de seleccion in vitro arriba descrito se emplea para seleccionar acidos nucleicos o
secuencias de unién primeramente frente a los enantiomeros, es decir, la estructura que no se presenta de forma
natural de una diana que se presenta de forma natural, por ejemplo en el caso de que la molécula diana sea una
proteina, frente a una proteina D. Las moléculas de unién (D-ADN, D-ARN o bien correspondientes derivados D) asi
obtenidas se determinan en su secuencia, y la secuencia idéntica se sintetiza entonces con componentes
nucledtidos especulares (L-nucleétidos o bien derivados de L-nucleétidos). Los acidos nucleicos especulares y
enantioméricos (L-ADN, L-ARN o bien correspondientes derivados L), asi obtenidos, los denominados spiegelmeros,
tienen por motivos de simetria una estructura terciaria especular y, por consiguiente, una propiedad de unién para la
diana presente en forma o configuracion natural.

Las moléculas diana precedentemente descritas, designadas también como diana, pueden ser moléculas o
estructuras, asi, p. €j., virus, viroides, bacterias, superficies de células, organelas celulares, proteinas, péptidos,
acidos nucleicos, pequefias moléculas tales como metabolitos del metabolismo, principios activos farmacéuticos o
sus metabolitos u otros componentes quimicos, bioquimicos o bioldgicos.

La invencion se explica adicionalmente en lo que sigue con ayuda de las figuras y ejemplos de los cuales resultan
otras ventajas, formas de ejecucion y caracteristicas de la invencion.

La Fig. 1 muestra un enlazador de hexilamina que dispone de un distanciador (“espaciador”) lineal
consistente en seis atomos de carbono, asi como un grupo amino terminal y un radical fosfato
terminal. La sustitucion indicada con R puede representar en este caso también un acido nucleico
o bien la parte de acido L-nucleico de un acido L-nucleico modificado. A través del grupo amino, la
parte de acido no L-nucleico puede ser acoplada a la parte de acido L-nucleico y, con ello,
configurar el acido L-nucleico modificado conforme a la invencion.

La Fig. 2 muestra otros enlazadores, correspondiendo las estructuras designadas con (2), (4) y (6) a los
enlazadores conformes a (1), (3) y (5), en donde en el caso de los ultimos, sin embargo, la parte
fosfato provista del radical R representa preferiblemente la parte de acido L-nucleico y a través del
grupo funcional designado con X, la parte de acido no L-nucleico del acido L-nucleico modificado
es acoplada al acido L-nucleico. La denominacion “oligo” representa en este caso a modo de
ejemplo un oligonucleétido, pudiendo tratarse también en el alcance de proteccion de la presente
invencion que en este caso o bien en el caso de los acidos L-nucleicos o partes de acido L-
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nucleico se trata en esta memoria, en general, de L-polinucledtidos. Los distintos sustituyentes
designan en este caso los siguientes grupos reactivos que individualmente y en cada caso
independientemente uno de otro, son:

X = OH, NHz, HS, Hal, CHO, COOH
Y =0, NH, NMe, S, CH>

24, Z», Z3, Z4, Zs y Zs = H, Me, alquilo, HO(CHa)n, HO, H2N (CHz),, H2N, F, designando n un numero
entero entre 1 y 20 y designando alquilo cadenas hidrocarbonadas lineales y ramificadas con
preferiblemente 1-20 atomos de C, de manera preferida 1 a 4 atomos de C, y/o -(CHz),H,
-CH[(CH2)nH][(CH2)mH], -C[(CH2)nHI[(CH2)mH][(CH2)H], ~(CH2)n(CH)m[(CH2)H][(CH2)H],
-(CH2)n(C)m[(CH2)H] [(CH2)xH][(CH2)H], en donde n, m, |, k y j, independientemente uno de otro,
son numeros enteros ente 1y 8, preferiblemente 1 a 4 atomos de C.

muestra una perspectiva de diferentes enlazadores que estan acoplados a diversas posiciones de
las nucleobases. En este caso, es notable que la porcidon de azucar del nucledsido representado
en cada caso pueda ser una ribosa, una desoxirribosa o una ribosa modificada o bien
desoxirribosa modificada, y el radical X puede ser H, HO, H2N, MeO, EtOH o alcoxi. Alcoxi designa
en este caso, en particular, cadenas oxihidrocarbonadas lineales y ramificadas con 1-20 atomos de
C, preferiblemente 1 a 4 atomos de C y/o -O(CHz)H, -OCH[(CH2),H][(CH2)mH],
-OC[(CH2)nHI[(CH2)mH][(CH2)H], -O(CH2)n(CH)m[(CH2)H][(CH2)kH], -O(CH2)n(C)m[(CH2)H]
[(CH2))xHI[(CH);H], siendo n, m, |, k y j, independientemente uno de otro, nimeros enteros entre 1
y 20, preferiblemente 1 a 4 atomos de C. La estructura del enlazador propiamente dicha es en el
caso de los cuatro nucledsidos (1), (2), (3) y (4) representados X1-[Y]n, en donde n es un niumero
entero entre 0 y 20, X4 representa un grupo funcional que se elige del grupo que comprende HO,
H2N, HRN, HS, SSR, Hal, CHO, COOH, COOR y COHal. En el caso de los enlazadores indicados
en las férmulas estructurales (5-12), n es asimismo un nimero entero entre 0 y 20 y Z significa,
independientemente de los otros sustituyentes, O, NH, NR o S, representando R alquilo tal como
se define en esta memoria.

muestra posibles enlazadores en la posicidon 5 de nucledsidos o bien nucleétidos de pirimidina. En
relacion con los radicales R’, R” y R se cumple analogamente lo indicado en relacién con la Fig. 5.
El enlazador R presenta la estructura -[Y]--X1 y puede adoptar preferiblemente las formas
mostradas en las estructuras (2) a (9), pudiendo significar también aqui Z, independientemente de
la eleccion de los otros sustituyentes, O, NH, NHR o S y n puede ser un numero entero entre 1y
20. El grupo funcional X se elige preferiblemente del grupo que presenta HO, H;N, HRN, HS,

SSR, Hal, CHO, COOH, COOR y COHal.

muestra en 1 la estructura basica de citosina, la cual puede presentar en su amina exociclica
diferentes estructuras de enlazador. En este caso, R designa un acido L-nucleico o un L-
polinucleétido, OH o fosfato, R” un acido L-nucleico o un L-polinucleétido, OH o fosfato y R™ H,
OH, OMe, OEt, NH-. El radical R designa en este caso el enlazador que presenta la estructura
base -[Y]+-Xi y puede presentar las formulas estructurales mostradas en (2) a (9), pudiendo ser Z
O, NH, NR, S y n un nimero entero entre 1 y 20. El grupo funcional X, se elige preferiblemente del

grupo que presenta HO, HoN, HRN, HS, SSR, Hal, CHO, COOH, COOR y COHal.

muestra la configuracion de un acido L-nucleico modificado conforme a la invencién mediante
reaccion de PEG-NHS con un acido L-nucleico provisto de un enlazador. Después de un
acoplamiento con éxito se presenta el acido L-nucleico modificado que en el presente caso
comprende PEG como parte de acido no L-nucleico y como acido L-nucleico en este caso concreto
un oligonucledtido, estando intercalado entre ambos un enlazador o bien espaciador portador de
un grupo amino, y entre el enlazador y PEG se produce un enlace de amida de acido. Junto al
acido L-nucleico modificado, como producto de reaccién adicional se obtiene la N-
hidroxisuccinimida disociada de PEG. Como posibles radicales R se prefieren H, CHs; y, en
general, cadenas de alquilo con una longitud de 1-20. El grupo funcional puede ser, en principio, el
producto de uno de cada una de las reacciones recogidas precedentemente en esta memoria. A
este respecto sirven también las configuraciones del enlazador alli descritas y en union con las
otras figuras, en particular las Figs. 2 y 3. Lo mismo es valido también para los sustituyentes
representados en la férmula y las variables control tales como n.

muestra la reaccion de diferentes derivados de PEG con diferentes enlazadores. En este caso, las
dos reacciones (1) y (2) se diferencian unicamente en que en el caso de la reaccion (1) el grupo
carboxilo esta presente en PEG y en la reaccion (2) el grupo carboxilo esta presente en un L-
oligonucledtido provisto de un enlazador. En el caso del grupo funcional del participante en la
reaccion en cada caso correspondiente, es decir, en el caso de la reaccion (1) el acido L-nucleico
provisto de un enlazador, en el caso de la reaccion (2) el PEG provisto de un grupo amino. Con
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ello, en relacién con las distintas reacciones arriba expuestas que son posibles entre la parte de
acido L-nucleico y la parte de acido no L-nucleico, eventualmente bajo participacion de uno o
varios enlazadores intercalados, se confirma la afirmacion hecha de que basicamente los grupos
reactivos mencionados pueden estar presentes en el caso de todos los participantes en la reaccion
implicados. Las estructuras obtenidas en Ultima instancia se diferencian de manera
correspondiente, asi en el caso de la reaccion (1), en donde esta presente un grupo amida de
acido en el PEG y en el caso de la reaccion (2), en donde el enlace amida de acido esta presente
en la construccion a base de enlazador y oligonucleétido, es decir, acido L-nucleico. En relacion
con los sustituyentes R se cumple correspondientemente lo dicho en relacién con la Fig. 6.

muestra la reaccién de un haluro con un tioéster que estan incorporados en la parte de acido no L-
nucleico o bien en la parte de acido L-nucleico. En el caso de las reacciones (1) a (3) esta previsto
en este caso que el acido L-nucleico, aqui como en todas las figuras, abreviado como oligo, esta
provisto de un enlazador y el enlazador porta un haluro tal como, por ejemplo, I, Br, Cl. Este acido
L-nucleico derivatizado se hace reaccionar acto seguido con un PEG provisto de un grupo tiol,
preferiblemente de un grupo tiol terminal. En el caso de la reaccion (1) se produce en este caso un
enlace tioéter entre el enlazador y PEG. Mediante oxidacion puede producirse, tal como se
representa en la reaccion (2), la formacion de un sulfoxido o bien de una sulfona. En el caso de las
reacciones conforme a (4) a (6) tiene lugar asimismo una reaccién entre un tiol y un haluro, en
donde en estos casos el acido L-nucleico esta provisto del grupo tiol y el enlazador porta el haluro.
De manera correspondiente, se produce la configuracién de compuestos en los que el azufre esta
dispuesto entre el acido L-nucleico y el enlazador y éste, como se representa en las reacciones (5)
y (6) se puede oxidar de nuevo en los correspondientes derivados.

muestra la reaccion del PEG provisto de un grupo maleimida con un acido L-nucleico, alli
designado como oligo, que presenta un enlazador que porta un grupo tiol. En el caso del producto
de reaccion se trata de un tioéter.

muestra la reaccion de un acido L-nucleico portador de fosfato con un PEG que esta provisto de un
enlazador portador de un grupo tiol. El producto de reaccién es un fosfotioato.

muestra la reaccion de un acido L-nucleico provisto de un radical fosfato, eventualmente terminal,
con un PEG que esta provisto de un enlazador que presenta una amina. En el caso del producto
de la reaccion se trata de un fosforoamidato. En relacién con el radical R se cumple lo dicho en
relacion con la Fig. 6.

muestra la incorporacion de un grupo amino o bien tiol reactivo en un acido L-nucleico utilizando un
grupo fosfato activado, preferiblemente un grupo fosfato terminal del acido L-nucleico. En este
caso, en una primera etapa se prepara una fosforoimidazolida (l) que, con el empleo de una
etilendiamina en el caso de la reaccion (2), conduce a la formacion de un 2-aminoetilen-1-
fosforoamidato (Il) o bien, en el caso de la reaccion (3) utilizando cisteamina, conduce a 2-tioetilen-
1-fosforoamidato (lll). Los compuestos conformes a (ll) y (lll) pueden hacerse reaccionar acto
seguido con acidos no L-nucleicos, en particular los compuestos dados a conocer en esta
memoria.

muestra la reaccion de un PEG provisto de un grupo cloruro de sulfonilo con un acido L-nucleico
que presenta un enlazador que porta un grupo amino. El producto de reaccién es una sulfonamida.
En relacion con el radical R se cumple lo expuesto en relacion con la Fig. 6.

muestra la reaccion de un PEG provisto de un grupo epdxido con un acido L-nucleico que presenta
un enlazador provisto de un grupo amino, bajo formacién de una amina. En relacién con el radical
R se cumple lo expuesto en relacién con la Fig. 6.

muestra la reaccion de un PEG provisto de un grupo epdxido con un acido L-nucleico que porta un
enlazador que presenta un grupo tiol. En el caso del producto de reaccion se trata de un tioéter.

muestra la reaccion de un PEG que presenta un grupo isotiocianato con un acido L-nucleico que
porta un enlazador que presenta un grupo amino. El producto de reaccidon es una isotiourea. En
relacion con el radical R se cumple lo expuesto en relacién con la Fig. 6.

muestra la reaccién de un PEG provisto de un grupo isocianato con un acido L-nucleico que
presenta un enlazador portador de un grupo amino, bajo la formacién de una isourea. En relacion
con el radical R se cumple lo expuesto en relacion con la Fig. 6.

muestra la reaccion de un PEG provisto de un grupo isocianato con un acido L-nucleico que porta
un grupo OH libre, que puede proceder directamente del acido L-nucleico tal como, por ejemplo, un
grupo fosfato o la parte de azucar del nucleosido, es decir, las posiciones 2'-OH, 3’-OH o 5-OH.
Alternativamente, el grupo OH puede estar enlazado al acido L-nucleico a través de un enlazador
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adecuado. En el caso del producto de reaccion se trata de un carbamato.

muestra la reaccion de un grupo aldehido o ceto con un grupo amino que en cada caso esta
presente en la parte acido no L-nucleico (reaccion (1)), en el caso representado en PEG, o en la
parte de acido L-nucleico (reaccion (2)). La parte de acido L-nucleico presenta en este caso
preferiblemente un enlazador que porta el grupo reactivo respectivo, es decir, el grupo amino o el
grupo carbonilo. En el caso de la reaccioén (1), el PEG porta el grupo amino, mientras que, por el
contrario, el acido L-nucleico presenta un enlazador que porta un grupo carbonilo. El producto de
reaccion imina obtenido directamente se transforma acto seguido mediante reduccién en una
amina. En el caso de la reaccion (2), el PEG portador de un grupo carbonilo se hace reaccionar
con un acido L-nucleico que porta un enlazador que presenta un grupo amino. El producto de
reaccion imina se reduce y conduce a una amina. En relacién con el radical R se cumple lo
expuesto para la Fig. 6.

muestra la reaccion de un PEG provisto de un grupo tiol con un acido L-nucleico que asimismo
porta un enlazador provisto de un grupo tiol. En el caso del producto de reaccion se trata de un
acido L-nucleico modificado que dispone de un grupo disulfuro entre el PEG y el acido L-nucleico,
dicho mas exactamente el enlazador unido al mismo.

muestra la reaccién de un PEG provisto de un grupo hidrazina con un acido L-nucleico que porta
un enlazador que comprende un grupo carbonilo. En una primera etapa de reaccion se obtiene una
hidrazona que acto seguido es transformada por reduccién en una hidrazina sustituida. En relacion
con el radical R es valido lo expuesto en relacion con la Fig. 6.

muestra en la reaccion (1) la reaccién de un PEG provisto de un dieno conjugado con un acido L-
nucleico que porta un enlazador con un denominado grupo diendfilo. El diendfilo se compone de un
doble enlace C-C que de nuevo presenta un sustituyente Z que comprende un grupo sustractor de
electrones. En este caso se puede tratar preferiblemente de NO,, CH,Cl, COOR, CN o maleimida.
En relaciéon con el radical R es valido lo expuesto para la Fig. 6. Como consecuencia de estas
reacciones, se produce la configuracion de un acido L-nucleico modificado que entre el PEG y el
acido L-nucleico provisto de un enlazador porta un grupo hexenilo. La reaccion de Diels-Alder
mostrada en la reaccion (2) parte de un PEG que presenta un diendfilo con el sustituyente Z que
reacciona con un acido L-nucleico que comprende un enlazador que porta un dieno conjugado. En
relacion con el sustituyente Z es valido lo dicho en relaciéon con la reaccion (1). El producto de
reaccion es en el caso de esta reaccion (2) asimismo un conjugado de acido L-nucleico unido a
través de un grupo hexenilo.

muestra la estructura de los ésteres de mMPEG-NHS ramificados y lineales utilizados.

muestra en (1) la estructura basica de un L-nucledsido abasico que, en lugar de la nucleobase,
puede presentar un atomo de hidrégeno o una o varias estructuras de enlazador opcionalmente
distintas. En este caso, R’ designa un acido L-nucleico o un L-polinucleétido, OH o fosfato, R”
designa un acido L-nucleico o un L-polinucleétido, OH o fosfato y X = H, OH, OMe, OEt, NH.. El
radical R designa el atomo de hidrogeno en lugar de la nucleobase o el enlazador que puede
presentar las formulas estructurales mostradas en (2) a (8) en donde Z = CH,, O, NH, NR, Sy n
puede ser un numero entero entre 1y 20. El grupo funcional X, se elige preferiblemente del grupo
que presenta HO, H:N, HRN, HS, SSR, Hal, CHO, COOH, COOR y COHal.

muestra un test de actividad de un spiegelmero de ADN que une GnRH, PEGilado, en ratas
machos orquidectomizadas.

muestra un ensayo de actividad de un spiegelmero de ADN que une GnRH, PEGilado, in vitro.

muestra un ensayo de actividad de un spiegelmero de ADN que une GnRH, no PEGilado y
PEGilado, in vitro.

muestra una farmacocinética de un spiegelmero de ADN que une GnRH, PEGilado, en ratas.

muestra un perfil farmacocinético de un L-ARN PEGilado después de la administracion intravenosa
a ratas.

muestra un perfil farmacocinético de un L-ARN no PEGilado después de la administracion
intravenosa a ratas.

muestra un perfil farmacocinético de un L-ARN PEGilado después de la administracién subcutanea
a ratas.

muestra un perfil farmacocinético de un L-ARN no PEGilado después de la administracion
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subcutanea a ratas.

La Fig. 29 muestra un ensayo de actividad de un spiegelmero de ADN que une GnRH in vivo en ratas
machos orquidectomizadas.

Ejemplo 1: Sintesis de conjugados de acido L-nucleico-PEG

Se examinaron las condiciones para la sintesis de conjugados de acido L-nucleico-PEG partiendo de acido L-
nucleico representado en SEQ ID NO:2 y PEG, en donde el PEG estaba modificado de manera que se presentaba
en forma de éster de NHS o en forma de amina primaria para el acoplamiento a una amina o bien a un fosfato. En
este caso, se procedié de manera que el acido nucleico se disolvié en un sistema acuoso. El pH se ajusté a pH 6,5-
9,0 mediante diferentes tampones o bases tales como, por ejemplo, NaHCOs3, NaH,PO4/Na;,HPO4, HEPES, MOPS,
NH4OAc, trietilamina. Se sometid a ensayo la influencia de una adicion de diferentes disolventes organicos tales
como, por ejemplo, DMF, DMSO, acetonitrilo y otros, variandose la proporcion del disolvente organico entre 0-100%.
A continuacion, tuvo lugar la adicion de diferentes derivados de PEG tales como, por ejemplo, éster de mPEG,-NHS
ramificado, éster de mMPEG-NHS lineal o mPEG-NH, (Shearwatcr Corporations) de diferentes pesos moleculares
entre 10.000 Da y 40.000 Da. La adiciéon de éster de PEG-NHS puede tener lugar de diferentes maneras. Asi, por
ejemplo, éster de PEG-NHS se disuelve en un acido poco concentrado tal como, por ejemplo, HCI 0,01 N y se afiade
lentamente gota a gota disuelto en un disolvente organico tal como, por ejemplo, DMF o se afiade en forma de un
sélido. La forma preferida de adicién de PEG-NHS es en porciones en forma de un sélido. Ademas, se sometié a
ensayo la influencia de la temperatura de reaccion entre 4°C-65°C. Como acidos nucleicos se utilizaron acidos
nucleicos con las siguientes secuencias 5-NH2-TAT TAG AGA C -3’ (SEQ ID NO:2) y 5-PO4-TAT TAG AGA C -3
(SEQ. ID. No 3), asi como el acido nucleico conforme a SEQ ID No 1. Los rendimientos en las reacciones arriba
recopiladas oscilaban entre 5-78%.

La variante de reaccién preferida era la adicién durante seis veces en total de en cada caso dos equivalentes de
éster de PEG-NHS sdlido a un intervalo de aproximadamente 30 minutos a un acido nucleico disuelto en un
disolvente consistente en 60 partes de H>O y 40 partes de DMF bajo la adicion de NaHCO3 (0,2 M), un pH de 8,0 y
37°. Estas condiciones de reaccion condujeron a un rendimiento de 78%.

Ejemplo 2: Sintesis de un conjugado de acido L-nucleico-fosforoamidato-PEG

Partiendo de un acido L-nucleico con la secuencia 5-PO4s-TAT TAG AGA C -3’ (SEQ. ID. NO: 3) se prepard un
conjugado de fosforoamidita-PEG correspondiente. El acido L-nucleico (10 OD) se hizo reaccionar con PEG-NH;
(20.000 Da, lineal, 1 - 10 equivalentes) en disoluciéon acuosa con EDCI a 50°C para formar un conjugado de acido L-
nucleico-fosforoamidato-PEG. El analisis y la purificacion discurrieron analogamente a la PEGilacion de acidos L-
nucleicos con PEG-NHS tal como se describe en el Ejemplo 1. Las condiciones de reaccion no fueron optimizadas y
condujeron a un rendimiento de < 8%.

Ejemplo 3: PEGilacion de un ligando de spiegelmero para GnRH

La hormona peptidica GnRH | (hormona liberadora de gonadotropina, gonadoliberina) que en general se designa
también como GnRH, es un deca-péptido que se forma en el hipotalamo y estimula la secrecion de la hormona
luteinizante de la hormona gonadotropina (LH) y la hormona estimulante de foliculos (FSH) a través de la hipdfisis.
GnRH se segrega a partir de las neuronas del hipotalamo en forma pulsada y se une entonces a su receptor en la
superficie celular de la hipdfisis. EI complejo ligando-receptor se internaliza, con lo que se produce una secrecion de
FSH y LH que de nuevo estimula la formacion de hormonas sexuales tales como estrégeno, progesterona o
testosterona. Se pudo generar un spiegelmero, es decir, un acido L-nucleico que se une especificamente a GnRH y
que presenta la siguiente secuencia:

5' - CCA AGC TTG CGT AAG CAG TCT CCT CTC AGG GGA GGT TGG GCG GTG CGT
AAG CAC CGG TTT GCA GGG G - 3' (SEQ ID NO:1) ’

La sintesis del spiegelmero con la secuencia precedentemente mostrada se llevé a cabo en un sintetizador de ADN
Oligopilot Il de Amersham Pharmacia Biotech a escala de 780-pumol en una fase solida de CPG (vidrio de poro
controlado) de 1000 A segun la quimica de 2-cianoetil-fosforoamidita (Sinha et al. NAR, 12, 1984, pags. 4539 y
siguientes). A continuacion, se acoplé 6-(monometoxitritilamino)-hexil-(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)-fosforoamidita al
extremo 5’ del spiegelmero (5'-MMT-aminohexilo-spiegelmero) con el fin de posibilitar la conjugacién post-sintética
con PEG.

Después de finalizada la sintesis, el 5-MMT-aminohexilo-spiegelmero se disocié6 de la fase sdlida mediante
incubacion durante 8 horas en disolucion de amoniaco al 33% a 65°C y se desprotegié por completo, después se
concentré a sequedad, se recogié en NaOH 10 mM y se purific6 mediante RP-HPLC. La disociacion del grupo
protector monometoxitritilo tuvo lugar con acido trifluoroacético (TFA) al 0,4% en 30 min a TA. El TFA se separ6
mediante co-evaporacion durante dos veces con etanol y el 5’-aminohexilo-spiegelmero conforme a SEQ ID NO 1 se
purificé mediante precipitacion en etanol (rendimiento: 5,000 OD, 7,5 pmol). El pico del producto se recogié y se
desalé mediante cromatografia de exclusion por tamafio a través de una columna Sephadex G10 o mediante
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ultrafiltracion (sistema Labscale TFF, Millipore).

El spiegelmero para GnRH 5’-amino-modificado de este tipo (5,000 OD, 7,5 pmol) se dispuso en NaHCO3 0,2 M, pH
8,5 / DMF 60:40 (v/v) (125 mL), se calenté hasta 37°C y se mezcld en porciones con éster activado con N-
hidroxisuccinimidilo (NHS) en forma de polvo de polietilenglicol 40.000 Da ramificado (afiadir 2 eq (equivalentes)
cada 30 min, en total 12 eq. 6 x 600 mg, 180 umol). El transcurso de la reaccion se vigilé mediante electroforesis en
gel analitica (poliacrilamida al 8%, urea 8,3 M). El producto bruto se purificdé primeramente mediante HPLC de
intercambio de iones de PEG en exceso (Source Q 30; agente eluyente A: H>O, agente eluyente B: NaCl 2M, caudal
20 mL/min; carga de la columna y elucién de PEG libre con 10% de B; elucion del conjugado PEG-GnRH-
spiegelmero con 50% de B), a continuaciéon, mediante RP-HPLC, se separ6 spiegelmero para GnRH PEGilado de
spiegelmero para GnRH no PEGilado (Source RPC 15; agente eluyente A: acetato de trietilamonio (TEAA), 100 mM,
agente eluyente B: TEAA 100 mM en H.O/acetonitrilo 5:95; caudal 40 mL/min; carga de la columna con 10% de B;
gradiente de 10% a 70% de B en 10 volumenes de la columna, elucion de PEG-GnRH-spiegelmero a 45-50% de B);
se intercambio con éster (Source Q 30; agente eluyente A: H2O, agente eluyente B: NaCl 2 M; caudal 20 mL/min;
carga de la columna y elucion de PEG libre con 10% de B; elucion de PEG-GnRH-spiegelmero con 50% de B y a
continuacion mediante filtracion en gel (Sephadex G10; agente eluyente H,O; caudal 5 mL/min) o se desald
mediante ultrafiltracion (sistema Labscale TFF, Millipore). Mediante liofilizacion se obtuvo el producto deseado en
forma de un polvo blanco (3,900 OD, 375 mg, 78%).

De manera analoga se enlazaron y purificaron otros acidos L-nucleicos, incluida la secuencia conforme a SEQ ID No
1 con diferentes PEG (lineal 10.000 Dalton, lineal 20.000 Dalton, ramificado 20.000 Dalton, lineal 35.000 Dalton).

Ejemplo 4: Sintesis de conjugados de acido L-nucleico-FITC: acoplamiento de isotiocianato de fluoresceina a
spiegelmero para GnRH con un enlazador 5-NH»-Cs

El spiegelmero para GnRH 5’-amino-modificado, preparado conforme al Ejemplo 3, se dispuso en NaHCO3 0,5 M,
pH 8,5, se calent6 hasta 65°C y a la mezcla de reaccion se afiadio un exceso de isotiocianato de fluoresceina (FITC,
10 eq.). La reaccion se vigil6 mediante RP-HPLC analitica. Se agité durante 48 h a 65°C, FITC en exceso se separd
mediante Centri-Spin 10 (Princeton Separations) y el acido L-nucleico marcado con fluoresceina se purificé con RP-
HPLC. La liofilizacién proporcioné el producto deseado en forma de un polvo amarillento en un rendimiento
cuantitativo.

Ejemplo 5: Ensayo de actividad de un spiegelmero de ADN que une GnRH, PEGilado, in vivo en ratas machos
orquidectomizadas

Ratas machos fueron orquidectomizadas, con lo cual el nivel de LH de las ratas aumenté continuamente como
consecuencia de la carente sefial de retroalimentacion de testosterona a lo largo de los siguientes ocho dias. El dia
8 se administro por via intravenosa el spiegelmero para PEG-GnRH-ADN, es decir, el conjugado a base de PEG y
spiegelmero para GnRH, a siete ratas (150 mg/kg). Se tomaron muestras de sangre el dia 0 (antes de la
orquidectomia), el dia 8 (0 horas antes de la administracion i. v. del spiegelmero para PEG-GnRH), tanto 0,5 h, 1,5
h, 3 h, 6 h como 24 h después de la administracion i. v., y el nivel de LH respectivo se determin6 mediante
radioinmunoensayo (RIA). Paralelamente a ello, a siete ratas machos orquidectomizadas se les administré solo el
vehiculo (tampén PBS, pH 7,4) i. v. en forma de control negativo y a siete ratas machos orquidectomizadas se les
administré el antagonista estandar Cetrorelix (100 pg/kg) como control positivo s. c. El resultado esta representado
en la Fig. 25.

Con excepcion del control negativo (designado en la Fig. 25 con triangulos) bajo la accién del spiegelmero para
PEG-GnRH se produce, también después de 24 horas, ademas un nivel de LH que es equiparable al de ratas no
orquidectomizadas o bien de aquellas ratas a las que se habia administrado el antagonista estandar Cetrorelix. Esto
confirma la idoneidad del spiegelmero para PEG-GnRH-ADN, de influir de manera duradera sobre el efecto de PEG-
GnRH a lo largo de un espacio de tiempo prolongado. El que el efecto precedentemente descrito del spiegelmero
para PEG-GnRH-ADN se remonta a la PEGilacion del spiegelmero para GnRH resulta del hecho de que en el caso
de la aplicacion del spiegelmero para GnRH sin una correspondiente modificacion en el caso de la aplicacion
subcutanea de 100 mg/kg ya se pudo observar después de unas pocas horas una disminucion de la actividad del
spiegelmero para GnRH. El resultado esta representado asimismo en la Fig. 29.

Ejemplo 6: Ensayo de actividad de spiegelmeros de ADN que unen GnRH, PEGilados y no PEGilados in vitro en
células de CHO

El estudio del cultivo celular descrito aqui se llevé a cabo en células de ovario de hamster chino (CHO) que expresan
el receptor humano para GnRH. En este caso, se midié la liberacion intracelular de iones Ca®*, dado que esta
liberacion importante para la transduccion de sefales tiene lugar después de la formacion del complejo agonista-
receptor. El nivel de Ca®" se determind entonces mediante un colorante de fluorescencia sensible a Ca?*. El
spiegelmero para PEG-GnRH-ADN o bien el spiegelmero para GnRH deberia captar el agonista GnRH y, con ello,
inhibir su unién al receptor sobre la membrana celular. En este caso, se procedié experimentalmente de manera que
el agonista GnRH (2 mM) se pre-incubd durante 20 min con el spiegelmero para GnRH o bien con el spiegelmero
para PEG-GnRH-ADN en un intervalo de concentraciones de 100 pM a 1 yM. Acto seguido, esta disolucion se
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afiadio en cada caso a las células de CHO cargadas con colorante de fluorescencia y la concentracion de Ca®*
respectiva se determind en un lector de placas de formacion de imagenes por fluorescencia (FLIPR). El resultado del
spiegelmero para PEG-GnRH-ADN (triangulos en negro) y un antagonista estandar (cuadrados en negro) que aqui
se utilizé como control positivo, se representa en la Fig. 26a.

La determinacion dependiente de la concentracion proporciond una curva de actividad sigmoidal que apunta a que
tanto el spiegelmero para GnRH nativo, es decir, no modificado (cuadrados en negro) como el spiegelmero para
GnRH-ADN modificado con PEG (triangulos en negro) podia inhibir en un 100% la formacion del complejo GnRH-
receptor. La Clsp ascendio a 20 nM para el spiegelmero para GnRH y 30 nM para el spiegelmero para PEG-GnRH-
ADN (Fig. 26b).

Ejemplo 7: Farmacocinética de un spiegelmero de ADN que une GnRH, PEGilado en ratas

Siete ratas Wistar machos (cria Schénwalde GmbH, Alemania, peso: 250-300 g), se utilizaron para la determinacion
de las propiedades farmacocinéticas del spiegelmero de ADN de unién a GnRH, PEGilado. El grupo se traté
paralelamente a los grupos para los ensayos de actividad (véase el Ejemplo 6), es decir, se castré después de una
fase de adaptacion y después de otra semana (dia 8) los animales recibieron una administracion unica, administrada
por via intravenosa de 800 nmol/kg de spiegelmero para PEG-GnRH-ADN. La sustancia se disolvié en 1 x PBS, pH
7,4 (disolucion patrén: 1 mM).

Para el analisis se tomaron muestras de sangre antes de la administracion de la sustancia (0 h), asicomo 1 h,6 hy
8 h después de la adicion de la sustancia y se analizaron como EDTA plasma.

A partir del plasma, el spiegelmero de ADN que une GnRH, PEGilado, se extrajo mediante extraccion de fase sdlida
con ayuda de débiles intercambiadores de aniones. Para ello, en cada caso 50 yl de EDTA plasma en tampén A
(NaH2PO4 50 mM, pH 5,5; NaClO4 0,2 M; 20% (v/v) de formamida y 5% (v/v) de acetonitrilo) se disolvieron en un
volumen total de 1 ml y se almacenaron hasta la extraccion a 4°C durante la noche o bien a -20°C durante como
maximo 4 dias. Las muestras congeladas se descongelaron a temperatura ambiente durante al menos dos horas, se
mezclaron y a continuacion se centrifugaron.

Para la extraccion de la fase sodlida se utilizaron columnas de intercambiadores de iones de dimetilaminopropilo
(DMA 3 ml/200 mg de material de columna, Macherey & Nagel, Diiren) en un sistema de aparatos de vacio Baker
spe-12G (Mallinckrodt Baker, Grisheim). Los tampones utilizados consistian en: tampén A (NaH2PO4 50 mM, pH 5,5;
NaClOs 0,2 M; 20% (v/v) de formamida y 5% (v/v) de acetonitrilo) y tampon B (NaH2PO4 80 mM, pH 6,0; NaHPO4
50 mM; NaClO4 2 M; 20%; formamida al 20% (v/v) y acetonitrilo al 5% (v/v)), mezclandose los dos tampones Ay B
para la preparacion del tampén de lavado y de elucién en una relacion determinada, de manera que se alcanzo la
concentracion salina deseada. Los intercambiadores de aniones se lavaron con 2 ml de tampén A. Las muestras se
afnadieron bajo la aplicacion de -100 mbar y se lavaron con 2 ml de tampén A, asi como con 2 ml de tampo6n de
lavado (NaClO4 0,4 M). Después de haber secado el material de la columna mediante la aplicacién de -200 mbar
durante 5 minutos, el spiegelmero de ADN PEGilado, que une GnRH, se eluyé con 3 x 0,5 ml de tampén de elucion
(NaClO4 0,9 M), calentandose el tampon antes de la elucion hasta 70°C. Los productos eluidos se almacenaron a
4°C hasta la filtracion en gel.

Como patrén interno se afadié a las muestras antes de la extraccion un spiegelmero de ADN 30mero al que estaba
unido en el extremo 5’ una molécula de polietilenglicol (PEG) de 40 kD. El patrén interno se llevé con tampdén a un
volumen de 360 pl en una concentracion de 1 ug/ pl y en cada caso se afiadieron 10 pl del mismo a cada una de las
muestras.

Con el fin de desalar las muestras antes del analisis por HPLC, se utilizaron columnas NAP-25 (Amersham
Pharmacia Biotech). Los productos eluidos obtenidos se secaron en vacio y se disolvieron en 100 ml de Tris-Cl 10
mM, pH 8,0.

La identificacion y cuantificacion del spiegelmero PEGilado tuvo lugar mediante cromatografia por intercambio de
aniones utilizando un sistema de HPLC Waters Alliance 2695 y la deteccidon a 254 nm. Las condiciones eran como
sigue:

Precolumna: DNAPac PA-100 (504 mm, Dionex)

Columna principal: DNAPac PA-100 (2504 mm, Dionex)

Eluyente A: NaOH 10 mM, EDTA 1 mM, acetonitrilo al 10% (v/v) en agua
Eluyente B: NaCls; 375 mM en eluyente A

Temperatura:; 25°C

Volumen de inyeccion: 20 pl

Gradiente y caudales: 0 - 1 min 10% de eluyente B con 0,5 ml/min; 1 - 2 min 10% de eluyente B con 2
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ml/min; 2 - 3 min 30% de eluyente B con 2 ml/min; 3- 13 min 60% de eluyente B con 2 mi/min; 13 - 19 min
10% de eluyente B con 2 mi/min.

La concentracion de spiegelmero de ADN PEGilado que se une a GnRH a los distintos momentos de la toma de
muestras se representa en la Fig. 27. La semivida del spiegelmero de ADN PEGilado, que se une a GnRH, en el
caso de inyeccion intravenosa asciende en ratas a aproximadamente 4 horas.

Ejemplo 8: Perfil farmacocinético de L-ARN no modificado y PEGilado en ratas
Secuencias de nucleotidos:
L-ARN, 40mero (NOX_MO039)
5’ uaa gga aac ucg guc uga ugc ggu agc gcu gug cag agc u 3’ (SEQ. ID. No. 4)
PEG-L-ARN de 40kDalton, 40 mero (NOX_MO041)
PEG 5’ uaa gga aac ucg guc uga ugc ggu agc gcu gug cag agc u 3’ (SEQ. ID. No.5)

El perfil farmacocinético del L-ARN no PEGilado (NOX_MO039) y L-ARN PEGilado (NOX_041) se examind en ratas
machos (CD®, Charles River Deutschland GmbH; peso: 280-318 g). Después de un tiempo de adaptacion de 7 dias,
3 animales recibieron por sustancia una administracion tnica aplicada por via intravenosa de 150 nmo/kg. En cada
caso 4 ratas por sustancia recibieron en cada caso 150 nmol/kg como dosis subcutanea Unica. Las sustancias se
disolvieron en 1 x PBS, pH 7,4 (disolucion patrén: 383 uM). Después de la administracion intravenosa, se tomaron
muestras de sangre para el L-ARN no modificado antes de la adicién de la sustancia (O min) y 5 min, 30 min, 1 h, 2
h, 4 h, 6 h después de la administracion de la sustancia y se trasladaron para el analisis a recipientes Eppendorf de
EDTA. Después de la administracion intravenosa se tomaron muestras de sangre para el L-ARN PEGilado antes de
la adicion de sustancia (0 min) y 5 min, 30 min, 1 h, 3 h, 8 h, 16 h, 24 h, 36 h asi como 48 h después de la adicién de
la sustancia y se transfirieron a recipientes Eppendorf de EDTA para el analisis. En el caso de los animales tratados
por via subcutanea, para el L-ARN no modificado se tomaron muestras de sangre antes de la adicion de sustancia
(0 min), y 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h después de la adicion de la sustancia y se transfirieron a recipientes
Eppendorf de EDTA para el analisis. En el caso de los animales tratados por via subcutanea, para el L- ARN
PEGilado se tomaron muestras de sangre antes de la adicién de la sustancia (O min)y 1h,3h,8h,16h,24 h, 36 h
y 48 h después de la administracion de la sustancia y se transfirieron a recipientes Eppendorf de EDTA para el
analisis.

La cantidad de L-ARN o bien L-ARN PEGilado en las muestras de sangre se examiné mediante un ensayo de
hibridacion (véase Drolet, D.W. et al. (2000) Pharmacokinetics and safety of an anti-vascular endothelial growth
factor aptamer (NX1838) following injection into the vitreous humor of rhesus monkeys. Phamaceutical Res 17 (12):
1503-1510). El ensayo de hibridaciéon se basa en el siguiente principio: la molécula de L-ARN a detectar se hibrida a
una sonda de oligonucleétido de L-ADN inmovilizada (= sonda de captura; aqui: 5- CCG CAT CAG ACC GAG TTT
CCTTATTTTTTT TT -(C7) NH2 -3’ (SEQ. ID. No. 6)) y se detecta con una sonda de L-ADN de deteccién de ADN
biotinilada (= sonda de detector; aqui: 5-(BB)TTT TTT TT A GCT CTG CAC AGC GCT -3’ (SEQ. ID. No. 7)). Para
ello, al complejo se une en una etapa adicional un conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina. Después de la
adicién de un sustrato de quimioluminiscencia, se genera luz y se mide en un luminémetro.

Inmovilizacién de la sonda de oligonucleétidos: 100 yl de la sonda de captura (0,75 pmol/ul en tampdn de
acoplamiento: Na,HPO4 500 mM pH 8,5, EDTA 0,5 mM) se transfirieron por pocillo (pocillo o cavidad en una placa)
en placas de DNA BIND (COSTAR) y se incubaron durante una noche a 4°C. A continuacion, se lavo tres veces en
cada caso con 200 ul de tampoén de acoplamiento y se incub6 durante 1 h a 37°C con sendos 200 ul de tampén de
bloqueo (BSA al 0,5% (p/v) en tampdén de acoplamiento). Después de un lavado renovado con 200 pl de tampodn de
acoplamiento y 3 x 200 pl de tampon de hibridacion 1 (0,5 x SSC pH 7,0; SDS al 0,5% (p/v)) se pueden utilizar las
placas para la deteccion.

Hibridacion y deteccion: se prepard una disolucion de 20 pmol/pl de la sonda de L-ADN de deteccion (= sonda de
detector) en Tris-Cl 10 mM pH 8,0. 10 yl de EDTA plasma (o agua bidestilada) se mezclaron con 90 ul de tampén de
hibridacion 1 (0,5 x SSC pH 7,0, SDS al 5% (p/v)) y se centrifugaron. A continuacion, se afiadieron a ello 2 pl de la
disolucion de la sonda de deteccién (20 pmol/pl), se mezclaron y centrifugaron. Siguid una etapa de
desnaturalizacion a 95°C durante 10 min en el termociclador (MJ Research). Las tandas se transfirieron a los pocillos
de DNA-BIND correspondientemente preparados (véase arriba) y se incubaron durante 2 h a 50°C. Siguieron
después etapas de lavado: 2 x 200 pl de tampdn de hibridacion 1 (0,5 x SSC pH 7,0, SDS al 0,5 (p/v)) y 3 x 200 pl
de 1 x THS/Tween 20 (Tris-Cl 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM, Tween 20 al 0,1% (v/v)). 1 pl de conjugado de
estreptavidina-fosfatasa alcalina (Promega) se diluyeron con 5 ml de 1 x TBS/Tween 20. Por pocillo se afiadieron
100 pl del conjugado diluido y se incubaron durante 30 min a la temperatura ambiente. Siguieron etapas de lavado: 1
x 200 pl 1 x TBS/Tween 20 y 3 x 200 ul 1 x tampoén de ensayo (Tris-Cl 20 mM pH 9,8 MgCl, 1 mM). A continuacion,
se incubaron 100 pl de “Ready-To-Use Substrate” CSPD (Applied Biosystems), se incubaron durante 30 min a la
temperatura ambiente y la quimioluminiscencia se midi6 en un aparato de lectura de placas de multideteccion
POLARstar Galaxy (BMG Labtechnologies).
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Las curvas de concentracion-tiempo del L-ARN PEGilado en el caso de administracion intravenosa y subcutanea se
representan en la Fig. 28a y la Fig. 28c. Los perfiles de concentracion del L-ARN no modificado en el caso de
administracion intravenosa y subcutanea se representan en la Fig. 28b y la Fig. 28d. En el caso de la administracion
intravenosa, la semivida terminal para el L-ARN no modificado asciende a 50 minutos, para la sustancia PEGilada
resulta, por el contrario, una semivida de aprox. 18 horas. En el caso de la administraciéon subcutanea, la semivida
terminal asciende para el L-ARN no modificado a 84 minutos, para la sustancia PEGilada resulta, por el contrario,
una fase de eliminaciéon muy larga.

Con ello se demuestra que el acido L-nucleico modificado conforme a la invencion es ventajoso frente a acidos L-
nucleicos no modificados. Esta ventaja resulta también en relacion con el estado de la técnica, asi, por ejemplo,
descrita por Watson, S. R. et al., Antisense nucleic acid drug dev. 10, 63 - 75 (2000). En esta publicacion se examina
un aptamero 2’-F-modificado que se une a L-selectina. La semivida farmacocinética del aptamero 2’-F PEGilado
(PEG 40 kDa) administrado por via intravenosa in vivo en ratas Sprague-Dawley asciende a 228 min vy, por
consiguiente, es claramente mas breve que los acidos L-nucleicos modificados conforme a la invencion.

Ejemplo 9: Método general para la PEGilacion de acidos L-ribonucleicos

Se generd un acido L-ribonucleico para examinar el perfil farmacolégico de L-ARN no modificado y pegilado en
ratas. El L-ARN presenta la siguiente secuencia:

5 - UAA GGA AAC UCG GUC UGA UGC GGU AGC GCU GUG CAG AGC U - 3’ (SEQ ID NO:4)

La sintesis del L-ARN con la secuencia precedentemente indicada se llevé a cabo en un sintetizador AKTA Pilot 10
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) a escala de 20 pmol en una fase sélida de CPG de 1000 A segun
la quimica de 2-cianoetil-fosforoamidita. A continuacion, al extremo 5 del L-ARN (5-MMT-aminohexil-L-ARN) se
acoplo  6-(monometoxitritilamino)-hexil-(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)-fosforoamidita con el fin de posibilitar la
conjugacion post-sintética con PEG.

Después de finalizada la sintesis, el 5-MMT-aminohexil-L-ARN se disocié de la fase sélida mediante incubacion
durante 30 minutos en disolucion al 41% de metilamina a 65°C, y las nucleobases se desprotegieron por completo.
La desproteccion de la posicion 2’ tuvo lugar mediante incubacion en 1,5 ml de DMSO, 0,75 ml de trietilamina (TEA)
y 1 ml de TEA 3 HF durante 2 h a 60°C. Tuvo lugar una primera purificaciéon mediante RP-HPLC. La separacion del
grupo protector de monometoxitritilo tuvo lugar con acido acético al 80% en 70 min a TA. El acido acético se separd
mediante co-evaporacion durante dos veces con etanol, y el 5-aminohexil-L-ARN se purificé conforme a SEQ. ID No
4 mediante precipitacion en etanol (rendimiento: 220 OD, 60% puro). El producto se recogi6 en acetato de sodio 1
M, pH 8,0 y se desaldé mediante cromatografia por exclusion de tamafio a través de una columna Sephadex G10 o
bien mediante Vivaspin 3000 (Vivascience, Hannover, Alemania).

El L-ARN 5’-amino-modificado de este manera (530 OD, 60% puro) se dispuso en tampdn universal segun Theorell y
Stenhagen (citrato de sodio 33 mM, fosfato de sodio 33 mM, borato de sodio 57 mM, pH 7,5) (7,5 mL), se calent6 a
37°C, se afiadio DMF (5 ml) y se mezcl6 en porciones con éster activado con N-hidroxisuccinimidilo (NHS) en forma
de polvo de poli(etilen)glicol de 40.000 Da (afadir 2 eq. cada 45 min, en total 18 eq.). El transcurso de la reaccion se
vigilé mediante electroforesis en gel analitica (8% de poliacrilamida, urea 8,3 M) o HPLC por intercambio de iones
analitica. El producto bruto se purificé primeramente de PEG en exceso mediante HPLC por intercambio de iones
(Source Q; agente eluyente A: hidrogeno-carbonato de sodio 10 mM, pH 7,5, agente eluyente B: hidrégeno-
carbonato de sodio 10 mM, pH 7,5, cloruro sédico 2 M; carga de la columna y elucion de PEG libre con 5% de B;
caudal 20 mL/min; separacion y elucion del conjugado de PEG-L-ARN de L-ARN que no ha reaccionado con
gradiente hasta 35% de B sobre 20 volimenes de columna; caudal 50 mL/min), a continuaciéon se desalé mediante
ultrafiltracion (sistema Labscale TFF, Millipore). Mediante liofilizacion se obtuvo el producto deseado en forma de un
polvo blanco (254 OD, 48% (80% referido a la pureza del producto de partida)).

De manera analoga se enlazaron y purificaron otros acidos L-nucleicos, incluyendo la secuencia conforme a SEQ ID
No 1 con diferentes PEG (lineal 10.000 Dalton, lineal 20.000 Dalton, ramificado 20.000 Dalton, lineal 35.000 Dalton).

Ejemplo 10: Test de actividad de un spiegelmero de ADN que une GnRH in vivo en ratas machos
orquidectomizadas

Ratas machos fueron orquidectomizadas, con lo cual el nivel de LH de las ratas aumenté continuamente como
consecuencia de la carente sefial de retroalimentacion de testosterona a lo largo de los siguientes ocho dias. El dia
8 el spiegelmero para GnRH-ADN (NOX 1255) se administré por via subcutanea a cinco ratas (100 mg/kg). Se
tomaron muestras de sangre el dia 0 (antes de la orquidectomia), el dia 8 (0 horas antes de la aplicacion s.c. del
spiegelmero para GnRH), asi como 0,5 h, 1,5 h, 3 h, 6 h, como también 24 h después de la aplicacién s.c. y se
determind el nivel de LH respectivo mediante radioinmunoensayo (RIA). Paralelamente a ello, a cinco ratas machos
orquidectomizadas se les administrd solo el vehiculo (tampén PBS, pH 7,4) s.c. como control negativo y a cinco
ratas machos orquidectomizadas se les administré s.c. el antagonista estandar Cetrorelix (100 ug/kg) como control
positivo. El resultado se representa en la Fig. 29.

Los niveles de LH se reducen en el caso del spiegelmero para GnRH-ADN (designados en la Fig 29 con un circulo)
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y alcanzan su punto bajo después de 1,5 h y se mantiene durante aprox. 3 h. Esta reduccion es equiparable a ratas
no castradas o bien tratadas con Cetrorelix (antagonista estandar). Seis horas después de la administracion del
spiegelmero para GnRH-ADN, los niveles de LH aumentan lentamente y alcanzan el nivel del grupo control no
tratado en el espacio de 24 h.

Por consiguiente, a lo largo de un espacio de tiempo de 3 horas se puede observar el efecto biologico del
spiegelmero para GnRH-ADN, mientras que el spiegelmero para GnRH-ADN PEGilado es activo a lo largo de un
espacio de tiempo de 24 horas (véase el Ej. 5).

Las citas bibliograficas indicadas en lo que sigue corresponden a las indicaciones bibliograficas indicadas en esta
memoria y provistas de los numeros en superindice.
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<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(67)
<223> descripcioén de la secuencia artificial: acido L-nucleico que se une especificamente a GnRH

<400> 1
ccaagcttgc gtaagcagtc tcctctcagg ggaggttggg cggtgcgtaa gcaccggttt 60
gcagggg ‘ 67

<210> 2

<211>10

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<223> sintético

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(10)
<223> descripcién de la secuencia artificial: acido L-nucleico modificado

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(1)
<223> grupo NH2 en el extremo 5’

<400> 2
tattagagac 10

<210> 3

<211>10

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<223> sintético

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(10)
<223> descripcién de la secuencia artificial: acido L-nucleico modificado

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(1)
<223> grupo PO4 en el extremo 5’

<400> 3
tattagagac 10

<210> 4

<211> 40

<212> ARN

<213> secuencias artificiales

<220>
<223> sintético
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<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(40)
<223> L-ARN

<400> 4
uaaggaaacu cggucugaug cgguagcgcu gugcagageu 40

<210>5

<211> 40

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<223> sintético

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(40)
<223> PEG-L-ARN de 40kDalton

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(1)
<223> modificacion de PEG en el extremo 5’

<400> 5
uaaggaaacu cggucugaug cgguagcgcu gugcagageu 40

<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<223> sintético

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(32)
<223> sonda de captura de L-ADN

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (32)..(32)
<223> NH2 en el extremo 3’

<400> 6
ccgcatcaga ccgagtttcce ttattttttt tt 32

<210>7

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<223> sintético

<220>
<221> caracteristica miscelanea
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<222> (1)..(24)
<223> acido nucleico artificial: sonda de detector de L-ADN

<220>
<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(1)
<223> acido nucleico artificial: biotinilados en el extreme 5’

<400> 7
ttttttttag ctctgcacag cgct 24
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REIVINDICACIONES

1. Acido L-nucleico modificado que comprende una parte de &cido L-nucleico y una parte de &cido no L-nucleico, en
donde la parte de acido L-nucleico esta conjugada con la parte de acido no L-nucleico, en donde la parte de acido L-
nucleico es un spiegelmero y la parte de acido no L-nucleico presenta un peso molecular mayor que 300 Da, para
uso en un procedimiento para el tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, conduciendo la conjugacion
de la parte de acido L-nucleico con la parte de acido no L-nucleico a una segregacion ralentizada del organismo, en
comparacion con un acido L-nucleico que comprende sélo la parte de acido L-nucleico.

2. Acido L-nucleico modificado que comprende una parte de acido L-nucleico y una parte de acido no L-nucleico, en
donde la parte de acido L-nucleico esta conjugada con la parte de acido no L-nucleico, en donde la parte de acido L-
nucleico es un spiegelmero y la parte de acido no L-nucleico presenta un peso molecular mayor que 300 Da, para
uso en un procedimiento para el tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, conduciendo la conjugacion
de la parte de acido L-nucleico con la parte de acido no L-nucleico a un tiempo de permanencia incrementado en el
organismo, en comparacion con un acido L-nucleico que comprende solo la parte de acido L-nucleico.

3. Acido L-nucleico modificado segutn la reivindicacién 1y la reivindicacién 2, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagnéstico de un organismo, en donde la parte de acido no L-nucleico presenta un peso
molecular mayor que 20.000 Da y preferiblemente mayor que 40.000 Da.

4. Acido L-nucleico modificado segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagnostico de un organismo, caracterizado por que el acido L-nucleico modificado
presenta un peso molecular de 600 a 500.000 Da, preferiblemente de 10.000 a 400.000 Da, preferiblemente de
50.000 a 300.000 Da.

5. Acido L-nucleico modificado segiin una de las reivindicaciones 1 a 4, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, caracterizado por que la parte de acido no L-nucleico esta
enlazada directa o indirectamente a la parte de acido L-nucleico a través de un grupo funcional de la parte de acido
L-nucleico, que esta presente o unida a uno de los siguientes componentes del acido L-nucleico, eligiéndose el
grupo funcional del grupo de fosfatos terminales y no terminales, porciones de azucar terminales y no terminales y
bases de purina naturales y no naturales y bases de pirimidina naturales y no naturales.

6. Acido L-nucleico modificado segun la reivindicacion 5, para uso en un procedimiento para el tratamiento
terapéutico o diagnostico de un organismo, caracterizado por que el enlace de la parte de acido no L-nucleico con la
parte de acido L-nucleico se presenta a través del grupo 2’-OH, 3’-OH y/o 5-OH o de un derivado del mismo o de
una o varias de las porciones de azucar de la parte de acido L-nucleico.

7. Acido L-nucleico modificado segun la reivindicacién 5 o 6, para uso en un procedimiento para el tratamiento
terapéutico o diagndstico de un organismo, caracterizado por que el enlace se presenta a través de al menos una
posiciones 5 0 6 de la base de pirimidina.

8. Acido L-nucleico modificado segiin una de las reivindicaciones 5 a 7, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagndéstico de un organismo, caracterizado por que el enlace se presenta a través de al
menos una de las bases de purina, presentandose el enlace preferiblemente en la posicion 8.

9. Acido L-nucleico modificado segiin una de las reivindicaciones 5 a 8, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, caracterizado por que el enlace se presenta en uno o varios
de los grupos amino exociclicos y/o endociclicos y/o grupos ceto de las bases de purina y/o pirimidina y/o la posicion
0 posiciones abasicas.

10. Acido L-nucleico modificado segun una de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, caracterizado por que la parte de acido no nucleico es del
grupo que comprende poli(etilen)glicol lineal, poli(etilen)glicol ramificado, hidroxietil-almidén, péptidos, proteinas,
polisacaridos, esteroles, polioxipropileno, polioxiamidatos, poli(2-hidroxietil)-L-glutamina, polietilenglicol preciso.

11. Acido L-nucleico modificado segin una de las reivindicaciones 1 a 10, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, caracterizado por que entre la parte de acido L-nucleico y la
parte de acido no L-nucleico esta dispuesto un enlazador.

12. Acido L-nucleico modificado segin una de las reivindicaciones 1 a 11, para uso en un procedimiento para el
tratamiento terapéutico o diagndstico de un organismo, caracterizado por que la parte de acido L-nucleico
comprende un acido nucleico conforme a SEQ ID NO. 1.

13. Uso de un acido L-nucleico modificado como se define en una de las reivindicaciones 1 a 12, para la preparacion
de un agente de diagndstico.

14. Uso del acido L-nucleico modificado como se define en una de las reivindicaciones 1 a 12, para la preparacion
de un medicamento.
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