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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para la distribucion selectiva de moléculas de oligonucledtidos a tipos especificos de
neuronas

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a conjugados que comprenden un acido nucleico especifico para una diana de interés y
un grupo que permite la distribucion de los acidos nucleicos a células especificas en el sistema nervioso central por
medio de su afinidad hacia moléculas transportadoras de neurotransmisores en la superficie de dichas células.

ANTECEDENTES TECNICOS

El uso de acidos nucleicos se ha demostrado eficaz para cambiar el estado de una célula. La introduccion de acido
desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN) en una célula se puede usar para aumentar o disminuir la
expresion de genes particulares en la célula, afectando de esta manera una o mas vias bioquimicas. De las tecnologias
basadas en acido nucleico usadas para cambiar la fisiologia celular, interferencia de ARN (ARNi) es el término general
dado para regular la expresion de genes a nivel postranscripcional en organismos diversificados. El silenciamiento
génico por ARNi se puede lograr usando fragmentos homodlogos de ARNbc cortos (21-23 pb) conocidos como
interferentes pequefios o “ARNip”. Cuando se introduce un ARNbc largo en una linea celular, la enzima celular Dicer lo
corta en moléculas de ARN interferente pequefio (ARNip). Esta molécula de ARN interferente pequefio se llama ahora
ARN guiado. EI ARN guiado guiara el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) al ARNm diana homélogo.
Una vez que forma una estructura hibrida con la secuencia de ARNm homodloga, el RISC cortara el ARNm. Como
resultado, la proteina codificada por el ARNm no se producira mas, produciendo asi el silenciamiento del gen.
Interferencia de ARN se refiere al proceso de silenciamiento génico postranscripcional especifico de secuencia en
animales mediado por ARN interferentes pequefios (ARNip).

Sin embargo, un obstaculo principal para el desarrollo de planteamientos terapéuticos basados en ARNi para patologias
cerebrales es la barrera hematoencefalica (BHE). El cerebro esta protegido contra sustancias potencialmente toxicas
por la presencia de dos sistemas barreras: la barreara hematoencefalica (BHE) y la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo (BSLCE). Se considera que la BHE es la via principal de captacion de ligandos de suero ya que su area
de superficie es aproximadamente 5000 veces mayor que la de la BSLCE. El endotelio cerebral, que constituye la BHE,
representa el principal obstaculo para el uso de potenciales farmacos contra muchos trastornos del SNC. Como regla
general, solo las moléculas lipofilicas pequefias pueden pasar a través de la BHE, es decir, de la sangre sistémica
circulante al cerebro. Muchos farmacos que tienen un tamafio mayor o mayor hidrofobicidad muestran resultados
prometedores en estudios animales para tratar trastornos del SNC.

Ademas de la administracion intracerebral directa, se han descrito diferentes estrategias para alcanzar el silenciamiento
génico en el SNC por medio de moléculas interferentes de ARN administradas de forma sistémica. Por ejemplo, Kumar
et al. (Nature, 2007, 448:39-44) han descrito conjugados de ARNip y un péptido derivado de la glicoproteina del virus de
la rabia que comprende una arginina nonamérica y su capacidad para silenciar la expresiéon génica en el cerebro
después de inyeccion intravenosa. Xia et al. (Pharmaceutical Research, 2007, 24:2309-2316) han descrito conjugados
que comprenden un ARNip biotinilado y un conjugado que comprende un anticuerpo anti-receptor de transferrina-
avidina que son capaces de silenciar la expresion génica en el sistema nervioso central después de administracion
sistémica. W0200979790 describe conjugados que comprenden un ARNip y una serie de péptidos conocidos
colectivamente como Angiopeps que son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica mediante transcitosis mediada
por receptor usando la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LPR-1) y que permite
la distribucion al SNC de conjugados administrados de forma sistémica que comprenden dichos péptidos.
WO2007107789 describe el uso de compuestos capaces de producir interferencia de ARN y que son especificos para
dianas presentes en el SNC y la distribucion al SNC mediante el uso de administracion intranasal.

Sin embargo, mientras que todos estos sistemas permiten la distribucion de ARNip administrados de forma sistémica al
SNC, no permiten la distribucion a tipos celulares especificos dentro del cerebro. De hecho, hasta la fecha no se ha
descrito ningun sistema de distribucion que permita la distribucion de un agente terapéutico a un tipo celular especifico
en el SNC. La posibilidad de distribuir ARNip de especificidad conocida al sistema nervioso central sera util para el
tratamiento de enfermedades producidas por una actividad/expresion indeseada de un gen determinado, incluyendo
depresion, trastornos cognitivos, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, etc.

La depresion se reconoce como una enfermedad del sistema nervioso central. La depresion es tanto biolégica como
genéticamente un trastorno heterélogo, con sintomas manifestados a nivel psicolégico, de comportamiento y fisiolégico.
Ademas, la depresion muestra un alto grado de co-morbilidad con trastornos de ansiedad y la ansiedad misma
(tipicamente ansiedad anticipatoria) es uno de los sintomas mas prevalentes en pacientes depresivos. En efecto, la
mayoria de los trastornos de ansiedad también se tratan con farmacos antidepresivos.

Los primeros farmacos usados en el tratamiento de depresién mayor fueron los antidepresivos triciclicos (ATC) de tipo
imipramina y los inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAQO). Estos farmacos se descubrieron al final de la década de
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1950 y demostraron ser eficaces, aunque presentaban un nuimero de efectos secundarios graves que llevaron al
desarrollo de nuevos farmacos, tales como los inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina (ISRS) o los
inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina y noradrenalina (IRSN).

El descubrimiento de que los ATC (y posteriormente, los ISRS y los IRSN) inhibian la recaptacion de las monoaminas
serotonina (5-HT) y noradrenalina (NA) en la célula presinaptica, aumentando los niveles de 5-HT en la hendidura
sinaptica, aumentando asi su actividad en el receptor postsinaptico, llevé a la primera hipotesis de la etiologia de la
depresion, es decir, que estaba causada por una deficiencia en la actividad de estos sistemas de transmisores
monoaminérgicos en el cerebro. Desde entonces, todos los antidepresivos comercializados se dirigen a transportadores
o receptores serotoninérgicos y/o noradrenérgicos.

Los receptores de 5-HT estan localizados en la membrana celular de células nerviosas y otros tipos de células en
animales. Con la excepcion del receptor 5-HT3, el resto de los receptores de 5-HT son receptores de siete dominios
transmembrana (o heptahelicales) acoplados a proteinas G que activan una cascada intracelular de segundo
mensajero. Algunos de los receptores de 5-HT identificados incluyen los receptores 5-HT1a y 5-HT1g11p expresados
presinapticamente en neuronas de serotonina (autorreceptores) y en neuronas postsinapticamente localizados en
terminales nerviosas 5-HT. El receptor de 5-HT mas directamente unido con los efectos antidepresivos de los ISRS ha
sido el receptor 5-HT1a.

Se estan registrando ahora nuevos antidepresivos con mecanismos de accion basados en la inhibicion relativamente
selectiva de la recaptacion de norepinefrina (IRNA), por ejemplo, reboxetina, o en el bloqueo dual (IRSN), tales como
venlafaxina o duloxetina. Otros farmacos, tales como nefazodona, trazodona o mirtazapina tienen una accién mas débil
en los transportadores de monoaminas y bloquean en su lugar receptores monoaminérgicos.

Sin embargo, a pesar del éxito comercial de los ISRS, estos compuestos tienen dos limitaciones principales: 1) solo el
60% de los pacientes experimenta una respuesta terapéutica (reduccion a la mitad de la gravedad basal) y 2) la
respuesta se produce solo después de varias semanas de tratamiento continuado. Esto es debido a un mecanismo de
retroalimentacién negativa que tiene lugar en la neurona presinaptica. Brevemente, los niveles altos de serotonina
inducidos por el bloqueo de la recaptacién de serotonina no solo activan los receptores de serotonina postsinapticos,
sino también activan los autorreceptores presinapticos, que sirven como un sensor de retroalimentacion para la célula.
La activacion del autorreceptor 5-HT4a por 5-HT (también denominado receptor presinaptico 5-HTia o 5-HT4aR
presinaptico), o agonistas selectivos, suprime la descarga celular y la liberacion de 5-HT dependiente de impulso,
mientras que los receptores 5-HT1g controlan la sintesis de 5-HT y la liberacién a nivel terminal. Tanto los receptores 5-
HT+a como 5-HTg también se localizan en neuronas postsinapticas a los terminales nerviosos 5-HT, principalmente en
areas corticolimbicas. El aumento de 5-HT extracelular producido por el bloqueo en la recaptacion de sertralina (SERT,
un ISRS) activa el receptor presinaptico 5-HT1a en los nucleos del rafe del mesencéfalo, suprimiendo la descarga celular
y liberacion terminal, un efecto que atenua el aumento extracelular de 5-HT producido por el bloqueo de la recaptacion.
Los autorreceptores 5-HT1g ejercen una retroalimentacion negativa similar a nivel local. Después de la administracion
repetida de ISRS, los autorreceptores 5-HT1a se desensibilizan, lo que permite a las neuronas serotoninérgicas
recuperar la descarga celular y produce un aumento en 5-HT extracelular, a un nivel mayor que el visto después de un
tratamiento Unico. Estas adaptaciones neurofisiolégicas (que proceden lentamente) del tejido cerebral no son solo la
razén por la que normalmente son necesarias varias semanas de uso continuo de ISRS para que el efecto antidepresivo
se manifieste por completo, sino también por qué la ansiedad aumentada es un efecto secundario comun en los
primeros pocos dias o semanas de uso. Se sabe que el bloqueo de estos mecanismos negativos de retroalimentacion
con antagonistas del receptor 5-HTa y/o 5-HT1g potencia el aumento de 5-HT producido por los ISRS y, por tanto,
podria servir para acelerar los efectos clinicos de los ISRS.

La estrategia farmacologica para acelerar la respuesta antidepresiva bloqueando la accion de los receptores
presinapticos 5-HT1a durante la administracion de ISRS se probo usando ()pindolol. Este compuesto es un antagonista
de receptor B2 adrenérgico con una putativa accion agonistica sobre receptores 5-HT1a. El (x)pindolol antagonizé
varias acciones mediadas por la activacion de receptores centrales 5-HT1a, tales como hipotermia o secrecién hormonal.
En general la adicién de pindolol a ISRS acelera la respuesta antidepresiva. Sin embargo, aunque en algunos estudios
se ha mostrado que el pindolol ocupa parcialmente los receptores 5-HT1a en el cerebro humano a dosis clinicas, otros
estudios han encontrado baja ocupacién. Ademas, no se debe olvidar que los receptores 5-HT1a se localizan en las
neuronas serotoninérgicas asi como en neuronas postsinapticas a las neuronas serotoninérgicas. En efecto, una
preocupacion importante es la falta de selectividad de estos agentes para receptores 5-HT1a presinapticos frente a
postsinapticos: el bloqueo completo de los receptores postsinapticos puede cancelar la transmisién aumentada a través
de los receptores 5-HT1a del prosencéfalo producida por antidepresivos.

De esta manera, a pesar de los avances hechos en el desarrollo de antidepresivos, todavia hay necesidad de
compuestos alternativos que actien especificamente en los receptores 5-HT1a presinapticos.

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno degenerativo del sistema nervioso central que con frecuencia
disminuye las capacidades motoras del paciente, el habla y otras funciones (Olanow). Los sintomas de la enfermedad
de Parkinson provienen de la actividad muy reducida de células dopaminérgicas en la region pars compacta de la
sustancia negra (SNpc) (Olanow, Dawson). Estas neuronas se proyectan al cuerpo estriado y su pérdida produce
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alteraciones en la actividad de los circuitos neurales en los ganglios basales que regulan el movimiento, en esencia una
inhibicion de la via directa y excitacion de la via indirecta. La via directa facilita el movimiento y la via indirecta inhibe el
movimiento, asi la pérdida de estas células produce un trastorno de movimiento hipocinético. La falta de dopamina
produce una inhibicién aumentada del nucleo ventral anterior del talamo, que envia proyecciones excitadoras a la
corteza motora, produciendo asi hipocinesia.

La EP se caracteriza por una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y la presencia de inclusiones
intracelulares designadas cuerpos de Lewy (CL). Neuroquimicamente, la EP esta marcada por disfuncion del complejo
mitocondrial | e indices aumentados de estrés oxidativo. Se han propuesto varios mecanismos patogénicos para la EP
incluyendo estrés oxidativo y nitrosativo, disfuncién mitocondrial, mal plegamiento y agregacion de proteinas y
apoptosis. La EP es fundamentalmente esporadica pero se ha mostrado que algunos casos de EP son familiares. El
primer gen de EP familiar identificado fue la a-sinucleina (o-sin) que de hecho es el componente principal de los CL en
todos los pacientes con EP. La funcién normal de la a-sinucleina se entiende poco. La a-sinucleina se puede unir a
lipidos y, en neuronas, se asocia con vesiculas presinapticas y la membrana plasmatica, posiblemente a través de
balsas lipidicas. Las formas patoldgicas depositadas de a-sinucleina estan agregadas y muestran menor solubilidad que
la proteina normal. Se han descrito tres mutaciones puntuales que causan EP familiar, pero también se ha descrito que
duplicaciones vy triplicaciones del gen SNCA son responsables de la EP y la enfermedad de los cuerpos de Lewy. Por lo
tanto, incluso sin variantes de secuencia, la dosis de a-sinucleina puede ser causante de la enfermedad de los cuerpos
de Lewy.

La a-sinucleina afecta a la mitocondria y probablemente induce apoptosis. De hecho, hay evidencias en acumulacién de
una relacion préxima entre a-sinucleina y dafio oxidativo: la sobreexpresion de una a-sinucleina mutante sensibiliza las
neuronas al estrés oxidativo y dafio por dopamina e inhibidores del complejo |, produciendo carbonilacién de proteinas
aumentada y peroxidacion lipidica in vitro e in vivo. Por el contrario, la disfuncién del complejo mitocondrial | se ha
asociado a formas esporadicas de la EP. El dafo oxidativo dependiente del complejo | y la funcidon mitocondrial
defectuosa es una causa principal de la degeneracion neuronal y muerte celular en la EP. La funcién mitocondrial
defectuosa y la produccion de ROS aumenta el nivel del conjunto de citocromo ¢ en el espacio intermembrana
mitocondrial, lo que permite su rapida liberacion cuando se activa el agonista de muerte celular Bax.

En suma, el escenario en la EP seria una situaciéon de disfunciéon mitocondrial neuronal con aumento en la produccién
de ROS que por una parte aumentaria la acumulacion de a-sinucleina y por otra activaria la muerte celular mediada por
Bax. Ademas, la acumulacién de a-sinucleina, a su vez, aumentaria la produccién celular de ROS y la induccién de
degeneracion neuronal.

El tratamiento mas ampliamente usado para la EP es L-DOPA en varias formas. Sin embargo, solo del 1-5% de la L-
DOPA entra en las neuronas dopaminérgicas. La L-DOPA restante con frecuencia se metaboliza a dopamina en otro
lugar, produciendo una amplia variedad de efectos secundarios. Los inhibidores de dopa descarboxilasa como
carbidopa y benserazida también se usan para el tratamiento de la EP ya que ayudan a prevenir el metabolismo de L-
DOPA antes de que alcance las neuronas dopaminérgicas y en general se dan como preparaciones de combinacién de
carbidopa/levodopa y benserazida/levodopa. Ademas, los agonistas de dopamina son moderadamente eficaces y
actian estimulando algunos receptores de dopamina. Sin embargo, producen que los receptores de dopamina se
vuelvan progresivamente menos sensibles, aumentando por ultimo los sintomas.

Los planteamientos antisentido también podrian ser Utiles, y se ha descrito que funcionan en cerebro de rata y ratén.
Este planteamiento se basa en la idea de que la a-sinucleina realmente es dispensable para la funcién del SNC en
seres humanos, como parece ser en raton pero tal vez incluso una disminucion moderada en los niveles de proteina
seria suficiente para disminuir la progresion de la EP.

Sin embargo, a pesar de los avances hechos en el desarrollo de agentes terapéuticos de EP, todavia hay la necesidad
de compuestos alternativos que sean especificamente capaces de prevenir la actividad reducida de células
dopaminérgicas en la region pars compacta de la sustancia negra.

Los sistemas mesocortical y mesolimbico de dopamina (DA) desempefian un papel crucial en muchos trastornos
psiquiatricos incluyendo esquizofrenia. La evidencia farmacoldgica sugiri6 un aumento general de la neurotransmision
dopaminérgica en esquizofrenia (Seeman y Lee, 1975; Creese et al., 1976). La vision actual, sin embargo, indica una
hiperactividad de la transmision subcortical de DA junto a una mesocortical hipoactiva. La eficacia total de los
antipsicoticos clasicos (antagonistas de receptores D2 de DA) y atipicos (APD, antagonistas preferentes de receptores
5-HT2a2c contra D2 de DA) para tratar los sintomas (psicoticos) positivos es similar. Por el contrario, algunos agentes
del dltimo grupo, y particularmente la clozapina, son superiores a los antipsicéticos clasicos para el tratamiento de los
sintomas negativos y la deficiencia cognitiva. Esta caracteristica clinica se ha relacionado, al menos en parte, a la
capacidad de aumentar la liberacién de DA en la via mesocortical, un efecto inducido por los antipsicéticos atipicos,
pero no los clasicos. En efecto, una funcion prefrontal éptima de DA es crucial para la memoria de trabajo y las
funciones ejecutivas.

La liberacion de DA en las vias mesocortical y mesolimbica de DA esta regulada por varios factores. Primero, depende
del modo de descarga (tonico/fasico) de neuronas DA VTA. Segundo, esta fuertemente regulado por la activacion de
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autorreceptores D23 somatodendriticos y terminales que controlan la descarga celular y la liberacion de DA. Por ultimo,
la recaptacion mediada por transportador de DA (DAT) es uno de los mecanismos clave que define la cinética de caida
de las concentraciones extracelulares de DA. Estudios previos indican una densidad diferente de DAT en CPF y cuerpo
estriado.

Ademas, los axones de noradrenalina (NA) pueden contribuir a la eliminacion de DA del espacio extracelular cerebral,
ya que el transportador de NA (NAT) muestra una afinidad similar por NA y DA. De esta manera, los inhibidores de NAT
preferentemente aumentan la concentracion extracelular de DA en la CPF medial (CPFm) comparado con el nucleo
caudado y nucleo accumbens (NAc). Por tanto, los axones NA de las neuronas del locus ceruleo (LC) pueden contribuir
a regular la concentracion extracelular de DA en CPF captando o coliberando DA. Algunos investigadores han mostrado
los efectos de un nuevo tratamiento de combinacion basado en farmacos dirigidos a NA (inhibidor de NAT mas
antagonista az-adrenérgico) para aumentar selectivamente la transmision mesocortical de DA.

Kumar Priti et al. (Nature, 2007, 448:39-45) describen un conjugado de ARNip y un péptido corto derivado de la
glicoproteina del virus de la rabia (RGV) unido de forma covalente a un residuo de arginina nonamérica en el extremo
carboxilico de la RGV.

Pascoal et al. (Epilepsia, 2009, Vol. 50, n.° Suppl. 10, pagina 4) describen la distribucién transvascular de ARNip en un
modelo animal de epilepsia del I6bulo temporal a través de un conjugado que comprende el péptido de la RGV y ARNip.

W02008033285 describe un conjugado de ARN bicatenario unido a un péptido que penetra una célula.

W02009141625 describe un conjugado de una secuencia de ARN no codificante de citomegalovirus humano (TLR4)
unido a un grupo que se dirige a una célula neuronal.

WO02009079790 divulga conjugados de acido nucleico-polipéptido para tratar enfermedades neurodegenerativas en
donde el acido nucleico es preferentemente un ARNip, ARNhc, ARNbc o miARN vy los polipéptidos preferidos son
AngioPrep-1y AngioPrep-2.

Boudreau et al. (J. Brain. Res., 2010, 1338: 112-121) describen tratamientos de iARN que comprenden péptido de RGV
y ARNip.

Sin embargo, todavia hay una necesidad para compuestos capaces de aumentar la transmision mesocortical de DA.
COMPENDIO DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado construcciones de acido nucleico que contienen un acido nucleico especifico para un
gen diana determinado y un inhibidor selectivo de un transportador de neurotransmisor. Se muestra que estas
construcciones son particularmente Utiles para la distribuciéon del acido nucleico de interés al interior de una célula que
expresa el transportador del neurotransmisor. Sin querer estar unido a ninguna teoria, se que cree que el inhibidor de un
transportador de neurotransmisor se unira al correspondiente transportador del neurotransmisor en la superficie de la
célula en donde se expresa el transportador que a su vez translocara el complejo acido nucleico-inhibidor al interior de
la célula. De esta manera, como se ilustra en el ejemplo 3 de la presente invencion, la administracién de una
construccion que comprende un ARNip especifico para el receptor de serotonina 5-HT1a y un inhibidor especifico del
transportador de serotonina (sertralina) produce una reduccion en el ARNm del receptor 5-HT 14 y una falta de respuesta
hipotérmica en respuesta a 8-OH-DPAT (una medida de la sefializaciéon serotoninérgica) que es mucho mayor que la
obtenida con el ARNip no conjugado.

El experto en la materia apreciara que la invencion no esta limitada a conjugados para distribuciéon a neuronas
serotoninérgicas. Por el contrario, los resultados proporcionados en la presente invencion ilustran que el mecanismo
usado por las neuronas para transportar neurotransmisores es un medio adecuado para fomentar la distribucion a
células de moléculas pequefias unidas a moléculas que muestran afinidad por dicho transportador del neurotransmisor.

De esta manera, en un primer aspecto, la invencion se refiere a un conjugado que comprende:

i) al menos un agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transportador de
neurotransmisor, en donde el agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un
transportador de neurotransmisor se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina (ISRS), un inhibidor de la recaptacién de noradrenalina (IRN), un inhibidor de la
recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacién de serotonina-norepinefrina-
dopamina (IRSND) y

ii) al menos un acido nucleico que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que se expresa en la
misma célula que el transportador del neurotransmisor,

en donde la unién del acido nucleico a la molécula diana produce una inhibicién de la actividad de la molécula diana.
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En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un conjugado de la invencién para su uso en medicina.
En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un conjugado de la invencién en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina
(ISRS)y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana seleccionada del grupo del ARNm
que codifica el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a), el ARNm que codifica el transportador de serotonina
(transportador de 5-HHT o SERT), el receptor de serotonina de tipo 1A y el transportador de serotonina,

para su uso en el tratamiento o prevencion de un trastorno relacionado con depresion.
En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un conjugado de la invencion en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina
(IRND) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador) y

(i) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica la
alfa-sinucleina o el polipéptido de la alfa-sinucleina para su uso en el tratamiento o prevenciéon de una
enfermedad asociada con el deposito de cuerpos de Lewy.

También se divulga un conjugado en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina (IRD) o
inhibidor de la recaptacién de norepinefrina-dopamina (IRND) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador) y

(ii) el oligonucleodtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica BAX

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada a apoptosis neuronal y muerte celular (es decir,
Parkinson y Alzheimer).

También se divulga un conjugado en donde
(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de recaptacion de norepinefrina (IRN) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica la
dopamina beta hidroxilasa o el ARNm que codifica el transportador de norepinefrina (NET), el polipéptido
dopamina beta hidroxilasa

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada a deficiencia en dopamina en proyecciones
noradrenérgicas como procesos de memoria y cognitivos asociados con demencia, depresion y enfermedades
neurodegenerativas.

También se divulga un conjugado de la invencién en donde
(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de recaptacion de norepinefrina (IRN) y

(i) el oligonucleodtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica el
transportador de norepinefrina (NET) o el polipéptido del transportador de norepinefrina (NET)

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada a deficiencia en dopamina en proyecciones
noradrenérgicas como procesos de memoria y cognitivos asociados con demencia, depresiéon y enfermedades
neurodegenerativas.

También se divulga un conjugado de la invencién en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina (IRD) o
inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica tau
para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con neurodegeneracion por
mutaciones en la proteina tau como el Alzheimer.

También se divulga un conjugado de la invencién en donde
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(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina (IRD) o
inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica
huntingtina para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad neurodegenerativa producida por la
acumulacién de una expresion alterada (duplicacion intragénica) de huntingtina.

También se divulga un conjugado en donde
(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina (IRN) y

(i) el oligonucleodtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica la
dopamina beta hidroxilasa o el ARNm que codifica el transportador de norepinefrina (NET)

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada a deficiencia en dopamina en proyecciones
noradrenérgicas como procesos de memoria y cognitivos asociados con demencia, depresion y enfermedades
neurodegenerativas.

También se divulga un conjugado que comprende

(i) al menos un agente de selectividad que se une especificamente a uno mas de un transportador de
neurotransmisor y

(i) un agente de contraste o un agente marcador.

También se divulga un conjugado que comprende un agente de contraste o un agente marcador para su uso como
agente diagndstico.

Estos y otros objetos de la presente invencion se describiran adicionalmente en la seccién de descripcion detallada que
sigue, y no se pretende que sean limitantes de la presente invenciéon. A menos que se defina de otra manera, todos los
términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo significado que entiende normalmente el experto en la
materia a la que pertenece la invencion. Se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos
aqui en la practica de la presente invencion. A lo largo de toda la descripcion y reivindicaciones no se pretende que la
palabra “comprende” y sus variaciones excluyan otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Ausencia de respuesta hipotérmica inducida por bromhidrato de (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina
(8-OH-DPAT, agonista selectivo de 5-HT1aR) en ratones que recibieron localmente ARNip dirigido a 5-HT1aR (desnudo o
conjugado) en el nucleo dorsal del rafe (NDR) como ejemplo de una medida funcional de la actividad presinaptica de 5-
HT1aR. Los ratones recibieron: i) vehiculo; ii) ARNip desnudo sin sentido (ARNip desnudo ss); iii) ARNip-NLF sin sentido
(ARNip-NLF ss), iv) ARNip-5-HT1aR desnudo o v) ARNip-NLF-5-HTaR (0,3 pg/1 ul/2 dias en el NDR). También se
evalud un grupo adicional de ratones deficientes para 5-HT1aR (5-HT1aR-KO). Se evalud la temperatura corporal 5
minutos antes y 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administracion de 8-OH-DPAT (1 mg/kg i.p.). Los valores se
muestran como media de cambios en la temperatura corporal + EEM de 5-7 ratones por grupo. ** p< 0,01
significativamente diferente del vehiculo, ARNip desnudo ss y ARNip-NLF ss respectivamente, usando ANOVA con
medidas repetidas con tratamiento como el factor intermedio y tiempo como la variable intrasujeto, seguido por la
prueba de Newman-Keuls de comparacion multiple.

Figura 2. La infusion local de ARNip dirigido a 5-HT1aR (desnudo o conjugado) en el nicleo dorsal del rafe (NDR) indujo
la disminucién especifica de los niveles de proteina de 5-HT1aR. Los ratones recibieron: i) vehiculo; ii) ARNip desnudo
sin sentido (ARNip desnudo ss); iii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), iv) ARNip-5-HT1aR desnudo o v) ARNip-
NLF-5-HT1aR (0,3 pg/1 pl/2 dias en el NDR). Las barras muestran la cuantificacion densitométrica de la unién de [3H]-8-
OH-DPAT a 5-HT1aR en el NDR de ratones expresada como media de 5-HT1aR fmol/mg de proteina de tejido + EEM
(dos observaciones a 3 niveles AP del nucleo dorsal del rafe por animal y de cuatro a cinco animales por grupo) * p
<0,05, ** p < 0,01 significativamente diferente del vehiculo, ARNip desnudo ss y ARNip-NLF ss usando ANOVA
unidireccional seguido por la prueba de Newman-Keuls a posteriori.

Figura 3. Silenciamiento selectivo del autorreceptor 5-HT1a mediante administracion intracerebroventricular (i.c.v) de
ARNip-NLF-5-HT1aR conjugado. A) Se evaluo la expresion de 5-HT1aR en nucleos del rafe mediante hibridacion in situ.
Los ratones recibieron una administracion uUnica en el ventriculo dorsal 3 (D3V) de: i) vehiculo; ii) ARNip desnudo sin
sentido (ARNip desnudo ss); iii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), iv) ARNip-5-HT1aR desnudo o v) ARNip-NLF-5-
HT1aR (30 pg/2,5 pl/1 dia). a1-a555 muestra secciones coronales de nucleos del rafe de ratones unidos con
oligonucledtido marcado con 3p en 3 coordinadas antero-posteriores (AP) diferentes en mm: -4,84/-4,96, -4,36/-4,60 y -
4,24/-4,36 desde el bregma (caudal-rostral de izquierda a derecha). Barra de escala, 2 mm. B) Gran aumento de la
seccion mostrada en a111-a555. Barra de escala, 500 ym. C) Grafico de barras que muestra que ARNip-NLF-5-HT1aR
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indujo una reduccion del nivel del ARNm de 5-HT1aR en el nucleo dorsal del rafe. La cuantificacion densitométrica de los
granos positivos del ARNm de 5-HT14R medido en peliculas se muestra como valores de porcentaje de las densidades
opticas (DO) medias + EEM (n=4-5 ratones por grupo y de dos a cuatro observaciones a 3 niveles AP de nucleo dorsal
del rafe). ** p < 0,01 significativamente diferente del vehiculo, ARNip-NLF ss y ARNip-5-HT1aR desnudo usando ANOVA
unidireccional seguido por la prueba de Newman-Keuls a posteriori.

Figura 4. ARNip-NLF-5-HT1aR indujo el silenciamiento especifico de 5-HTiaR en sitios presinapticos pero no
postsinapticos. Se evaluaron los niveles de proteina 5-HT1aR en nucleo dorsal del rafe (A), corteza prefrontal (B) e
hipocampo (C) mediante unién autorradiografica usando 3[H]-8-OH-DPAT. Los ratones recibieron una administracion
Unica en el ventriculo dorsal 3 (D3V) de: i) vehiculo; ii) ARNip desnudo sin sentido (ARNip desnudo ss); iii) ARNip-NLF
sin sentido (ARNip-NLF ss), iv) ARNip-5-HT1aR desnudo o v) ARNip-NLF-5-HT1aR (30 pg/2,5 pl/1 dia). Las barras
representan medias de 5-HT1aR fmol/mg de proteina de tejido £+ EEM (n=4-5 ratones por grupo y dos observaciones a 3
niveles AP del nucleo dorsal del rafe y dos observaciones en sitios izquierdo y derecho de la corteza prefrontal e
hipocampo). * p < 0,05 significativamente diferente de los otros tratamientos, usando ANOVA unidireccional seguido por
la prueba de Newman-Keuls a posteriori.

Figura 5. Los niveles de unién del transportador de serotonina-5-HT (5-HTT) y receptor 5-HT+g (5-HT+1gR) en nuicleo
dorsal del rafe no cambiaron por el tratamiento con ARNip-5-HT1aR. A) Se evaluaron los niveles de proteina 5-HTT en el
nucleo dorsal del rafe mediante unidn autorradiografica usando 3[H]-citalopram. B) Se evaluaron los niveles de proteina
5-HT1gR en el nucleo dorsal del rafe mediante unién autorradiografica usando 125[I]cianopindolol en presencia de
isoprenalina para bloquear los sitios B-adrenérgicos. Los ratones recibieron una administracion unica en el ventriculo
dorsal 3 (D3V) de: i) vehiculo; ii) ARNip desnudo sin sentido (ARNip desnudo ss); iii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-
NLF ss), iv) ARNip-5-HT1aR desnudo o v) ARNip-NLF-5-HT1aR (30 pg/2,5 pl/1 dia). Los graficos de barras muestran: A)
medias de 5-HTT fmol/mg de proteina de tejido + EEM y B) valores de porcentaje de las densidades opticas (DO)
medias + EEM (n=4 ratones por grupo y dos observaciones a 3 niveles AP de nucleo dorsal del rafe).

Figura 6. Respuesta hipotérmica inducida por bromhidrato de (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-
DPAT, agonista selectivo de 5-HT1aR) como medida funcional de la actividad presinaptica de 5-HT1aR. Los ratones
recibieron una administracion unica en el ventriculo dorsal 3 (D3V) de: i) vehiculo; ii) ARNip desnudo sin sentido (ARNip
desnudo ss); iii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), iv) ARNip-5-HT1aR desnudo o v) ARNip-NLF-5-HT1aR (30
pg/2,5 pl/1 dia). También se evalué un grupo adicional de ratones deficientes para 5-HT1aR (5-HT1aR-KO). Se evalud la
temperatura corporal 5 minutos antes y 15, 30, 60 y 120 minutos después de la administracion de 8-OH-DPAT (1 mg/kg
i.p.). Nétese la ausencia de efecto de 8-OH-DPAT en la temperatura corporal en ratones con ARNip-NLF-5-HT1aR
conjugado y 5-HT1aR-KO. Los valores se muestran como medias de cambios en la temperatura corporal + EEM de 7-10
ratones por grupo. ** p< 0,01 significativamente diferente del vehiculo, ARNip desnudo ss, ARNip-NLF ss y ARNip-5-
HT1aR desnudo, respectivamente, usando ANOVA con medidas repetidas con tratamiento como el factor intermedio y
tiempo como la variable intrasujeto, seguido por la prueba de Newman-Keuls de comparacion multiple.

Figura 7. Efecto de la administracion sistémica de bromhidrato de (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-
DPAT, 0,5 mg/kg i.p.) en niveles de 5-HT dializado en corteza prefrontal medial (CPFm) de ratones. Los grupos de
ratones fueron: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), iii) ARNip—NLF dirigido a 5-HT1aR (ARNip-NLF-5-
HT1aR) y iv) ratones deficientes en 5-HT1aR (5-HT1aR-KO). Los ratones se infusionaron con vehiculo o ARNip a 30
pg/2,5 pli/1 dia, i.c.v. y los experimentos de microdialisis se realizaron 24-48 horas después de la infusion. Nétese la
ausencia de efecto de 8-OH-DPAT sobre los niveles reducidos de 5-HT en CPFm de ratones con autorreceptor 5-HT1a
silenciado y 5-HT1aR-KO. Los datos se expresan como porcentaje del nivel basal y se muestran como media + EEM
(n=5-9 ratones/grupo). ** p < 0,01 significativamente diferente de los grupos de vehiculo y ARNip-NLF ss, usando
ANOVA con medidas repetidas con tratamiento como el factor intermedio y tiempo como la variable intrasujeto, seguido
por la prueba de Newman-Keuls de comparacion multiple.

Figura 8. Efecto de sertralina (inhibidor selectivo de transportador de serotonina-5-HTT) en la distribuciéon de ARNip-
NLF-5-HT1aR conjugado a neuronas 5-HT. A) La inyeccion de dosis uUnica de sertralina (20 mg/kg, i.p.) evito el
silenciamiento del autorreceptor 5-HT1a por ARNip-NLF-5-HT1aR conjugado y la administracién en dosis Unica de 8-
OHDPAT (agonista selectivo de 5-HT1aR, 0,5 mg/kg i.p.) redujo los niveles de 5-HT en la corteza prefrontal medial. Los
grupos de ratones fueron: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), iii) ARNip—NLF dirigido a 5-HT1aR
(ARNip-NLF-5-HT1aR) y iv) ratones deficientes en 5-HT1aR (5-HT1aR-KO). Los ratones recibieron una inyeccion unica
del inhibidor selectivo de 5-HTT, sertralina (20 mg/kg, i.p.) 3 horas antes de la infusién con el ARNip en D3V (30 pg/2,5
pl/1 dia, i.c.v.). Ademas, un grupo de ratones recibié vehiculo i.p. y vehiculo en D3V. Los experimentos de microdialisis
se realizaron 24 horas después de las administraciones i.c.v. de vehiculo o ARNip. Los datos se expresan como
porcentaje del nivel basal y se muestran como media + EEM (n=5-8 ratones/grupo). *** p < 0,001 significativamente
diferente de los grupos control y ARNip-NLF-5-HT1aR, usando ANOVA unidireccional seguido por prueba de Newman-
Keuls de comparacion multiple. B) Efecto de la administracion de 8-OH-DPAT (1 mg/kg i.p.) en la temperatura corporal
en ratones ARNip-NLF previamente tratados con el inhibidor selectivo de 5-HTT, sertralina (20 mg/kg i.p.). Los grupos
de ratones fueron similares al panel A. De forma diferente al grupo de ARNip-NLF-5-HT1aR, las administraciones de 8-
OH-DPAT produjeron una respuesta hipotérmica en ratones ARNip-NLF-5-HT1aR pretratados con sertralina. Los valores
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se muestran como media de cambios en la temperatura corporal + EEM de 6-10 ratones por grupo. *** p < 0,001 usando
ANOVA bidireccional seguido por prueba de Newman-Keuls de comparacion multiple.

Figura 9. Efecto la administracién en dosis Unica de fluoxetina (inhibidor selectivo de transportador de serotonina-5-
HTT, 20 mg/kg, i.p) en los niveles de 5-HT dializados en la corteza prefrontal medial (CPFm) en ratones. Los grupos de
ratones fueron: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), iii) ARNip—NLF dirigido a 5-HT1aR (ARNip-NLF-5-
HT1aR) y iv) ratones deficientes en 5-HT1aR (5-HT1aR-KO). Los ratones se infusionaron con vehiculo o ARNip a 30
pg/2,5 pl/1 dia, i.c.v. y los experimentos de microdialisis se realizaron 24-48 horas después de la infusion. Noétese el
efecto aumentado de fluoxetina sobre los niveles de 5-HT en CPFm de ratones con silenciamiento de autorreceptor 5-
HT1a similares a los de ratones 5-HT1aR-KO. Los datos se expresan como porcentaje del nivel basal y se muestran
como media + EEM (n=4-6 ratones/grupo). ** p < 0,01 significativamente diferente de los grupos de vehiculo y ARNip-
NLF ss, usando ANOVA con medidas repetidas con tratamiento como el factor intermedio y el tiempo como la variable
intrasujeto, seguido por la prueba de Newman-Keuls de comparacion multiple.

Figura 10. Sin cambios en el comportamiento similar a ansiedad, pero repuesta alterada en una prueba de
estrés/depresion en ratones con autorreceptor 5-HT 14 silenciado. Los grupos de ratones fueron: i) vehiculo, ii) ARNip—
NLF dirigido a 5-HT1aR (ARNip-NLF-5-HT1aR) vy iii) ratones deficientes en 5-HT1aR (5-HT1aR-KO). Los ratones se
infusionaron en D3V con vehiculo o ARNip a 30 pg/2,5 yl/1 dia, i.c.v. A) Se evalud el comportamiento similar a ansiedad
usando el modelo del laberinto en cruz elevado 24 horas después de las administraciones de vehiculo o ARNip. De
forma diferente a los ratones deficientes en 5-HT1aR (5-HT1aR-KO), los ratones con autorreceptor 5-HT1a silenciado
(ARNip-NLF-5-HT1aR) no mostraron diferencias en el nimero de entradas y tiempo pasado en los brazos abiertos de
laberinto en cruz elevado. B) Se eligié la prueba de suspension de la cola como modelo para evaluar la respuesta en
una situacion de estrés agudo/depresion. Esta prueba se evalué 48 horas después de las administraciones de vehiculo
o ARNip. Los ratones con autorreceptor 5-HT+4 silenciado y 5-HT14AR-KO mostraron movilidad aumentada, comparados
con el grupo vehiculo en una situacion estresante. Los valores son medias + EEM (n=12-18 ratones/grupo). * p <0,05, **
p < 0,01, *** p < 0,001 significativamente diferentes del vehiculo usando ANOVA unidireccional seguido por prueba de
Newman-Keuls a posteriori.

Figura 11. Silenciamiento selectivo del autorreceptor 5-HT1a mediante administracion intranasal de ARNip-NLF-5-HT1aR
conjugado. Los ratones recibieron una Unica administracion intranasal de: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-
NLF ss) y iii) ARNip-NLF-5-HT1aR (15 pg/5 pl en cada narina). A) La expresion de 5-HT1aR en nucleo dorsal del rafe
(NDR) se evalu6 mediante hibridacion in situ. El grafico de barras muestra que ARNip-NLF-5-HT1aR indujo una
reduccion en el nivel de ARNm de 5-HT1aR en NDR. La cuantificacion densitométrica de los granos positivos del ARNm
de 5-HT1aR medida en peliculas se muestra como valores de porcentaje de densidades 6pticas (DO) medias + EEM (n=
4 ratones por grupo y dos observaciones en 3 niveles AP del NDR). B-D) ARNip-NLF-5-HT1aR indujo un silenciamiento
especifico de 5-HT+aR en sitios presinapticos pero no postsinapticos. Se examinaron los niveles de proteina 5-HT1aR en
el nucleo dorsal del rafe (B), corteza prefrontal (C) e hipocampo (D) mediante unién autorradiografica usando *[H]-8-OH-
DPAT. Las barras representan medias de 5-HT1aR fmol/mg de proteina de tejido + EEM (n=4 ratones por grupo y dos
observaciones a 3 niveles AP del NDR y dos observaciones en sitios izquierdo y derecho de la corteza prefrontal e
hipocampo). * p < 0,05, ** p < 0,01 significativamente diferente de vehiculo y ARNip-NLF ss usando ANOVA
unidireccional seguido por la prueba de Newman-Keuls a posteriori.

Figura 12. Ausencia de efecto de 8-OH-DPAT (agonista selectivo de 5-HT1aR) en parametros fisiologicos y
neuroquimicos en ratones con autorreceptor 5-HTia silenciado. Los grupos de ratones recibieron una Unica
administracion intranasal de: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss) y iii) ARNip-NLF-5-HT1aR (15 pg/5 pl
en cada narina). A) De forma diferente a los ratones tratados con vehiculo y ARNip-NLF ss, una dosis de 1 mg/kg i.p. de
8-OH-DPAT no produjo ningin cambio en la temperatura corporal en ratones ARNip-NLF-5-HT1aR. Los valores se
muestran como medias de cambios en la temperatura corporal + EEM (n=4-7 ratones por grupo). B) Niveles
extracelulares de 5-HT medidos mediante microdialisis in vivo en CPFm de ratones vehiculo, ARNip-NLF ss y ARNip-
NLF-5-HT1aR, después de administracion sistémica de 8-OH-DPAT (0,5 mg/kg, i.p.). Los niveles de 5-HT se redujeron
en CPFm tanto de vehiculo como ARNip-NLF ss. Sin embargo, los ratones ARNip-NLF-5-HT14R mostraron ausencia de
efecto de 8-OH-DPAT sobre los niveles de 5-HT en CPFm. Los datos se expresan como porcentaje del nivel basal y se
muestran como media + EEM (n=4-9 ratones/grupo). ** p < 0,01, *** p < 0,001 significativamente diferente de los grupos
de vehiculo y ARNip-NLF ss, respectivamente usando ANOVA uni- o bidireccional, seguido por la prueba de Newman-
Keuls de comparacion multiple.

Figura 13. EI ARNip-NLF-5-HT1aR intranasal silencia los autorreceptores 5-HT1a y evoca respuestas similares a
antidepresivos. Los ratones recibieron una administracion intranasal Unica de: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF-5-HT1aR (15
pg/5 pl en cada narina) y iii) ARNip-NLF-5-HT1aR (50 pg/5 ul en cada narina). A) Ninguna dosis del ARNip-NLF-5-HT1aR
afectd las respuestas similares a ansiedad en el laberinto en cruz elevado (n = 6). Los valores son medias + EEM. B)
Administracion intranasal Unica de ARNip-NLF-5-HT14R (30 o 100 ug) evoco una inmovilidad disminuida dependiente de
la dosis en la prueba de suspension de la cola (n=10-15). Los valores son media + EEM. ANOVA unidireccional mostré
un efecto significativo de grupo F234 = 8,70, p<0,001. * p<0,05, *** p<0,001 frente a vehiculo. C) La administracion
intranasal unica de ARNip-NLF-5-HT1aR (100 pg) evocé una inmovilidad disminuida en la prueba de la natacion forzada
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(n=13-16). Los valores son media + EEM. ANOVA unidireccional mostré un efecto significativo de grupo, * p<0,05, **
p<0,01 frente a vehiculo.

Figura 14. Silenciamiento especifico del transportador de 5-HT (5-HTT) mediante administracion intranasal de ARNip-
NLF-5-HTT conjugado. A) La expresion de 5-HTT en el ndcleo dorsal del rafe (DR) se evalué mediante hibridacion in
situ. Los ratones recibieron una uUnica administracion de: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF-5HTT 5 pg/5 pl en cada narina
(ARNip-NLF-5-HTT 10) vy iii) ARNip-NLF-5HTT 15 pg/5 ul en cada narina (ARNip-NLF-5-HTT 30). a1-a333 muestra
secciones coronales de nucleos del rafe de ratones unidos con oligonucleétido especifico de 5-HTT marcado con ¥p en
3 coordinadas antero-posteriores (AP) diferentes en mm: -4,24/-4,36, -4,36/-4,60 y -4,72/-4,84 desde el bregma (rostral-
caudal de izquierda a derecha). Barra de escala, 500 ym. B) Grafico de barras que muestra que ARNip-NLF-5HTT
indujo una reduccion en el nivel de ARNm de 5-HTT en nucleo dorsal del rafe. La cuantificacion densitométrica de los
granos positivos del ARNm de 5-HTT medida en peliculas se muestra como valores de porcentaje de densidades
opticas (DO) medias + EEM (n= 4 ratones por grupo y dos a cuatro observaciones en 3 niveles AP del nicleo de rafe
dorsal). * p < 0,05, ** p < 0,001 significativamente diferente de vehiculo usando ANOVA unidireccional seguido por la
prueba de Newman-Keuls a posteriori.

Figura 15. ARNip-NLF-5-HTT indujo la disminucion especifica del transportador de serotonina evaluado mediante
hibridacion in situ y unién autorradiografica. Los ratones recibieron una Unica administracion de: i) vehiculo, ii) ARNip-
NLF sin sentido 15 pg/5 pl en cada narina, iii) ARNip-NLF-5HTT 5 ug/5 pl en cada narina (ARNip-NLF-5HTT 10) y iv)
ARNip-NLF-5HTT 15 pg/5 pl en cada narina (ARNip-NLF-5HTT 30). A) Grafico de barras que muestra que ARNip-NFL-
5HTT indujo una reduccién del nivel del ARNm de 5HTT en los nucleos del rafe dorsales (DR) y medios (MnR).
Cuantificacion densitométrica de granos positivos de ARNm de 5-HTT nmedida en peliculas se muestra como valores
de porcentaje de densidades Opticas medias (DO) + EEM (n=7-10 ratones por grupo). * p<0,05, *** p<0,001
significativamente diferente de vehiculo y ARNip-NLF sin sentido en la misma region usando ANOVA unidireccional
seguido por prueba de Newman-Keuls a posteriori. B-C) Andlisis densitométrico de union especifica de 5-HTT se
presenta como % de unién en la region correspondiente de ratones infusionados con vehiculo, para ilustrar el nivel de
disminucion de 5-HTT inducida por ARNip-NLF en cada region. Las barras representan media + EEM de 6-9
ratones/grupo). * p<0,005, ** p<0,01 significativamente diferente de vehiculo y ARNip-NLF sin sentido en la misma
region usando ANOVA unidireccional seguido por prueba de Newman-Keuls a posteriori.

Figura 16. A) Efecto de la administracion en dosis Unica de fluoxetina (inhibidor selectivo de transportador de 5-HT, 20
mg/kg, i.p) en los niveles de 5-HT en dializados en el cuerpo estriado dorsal de ratones. Los ratones recibieron una
Unica administracion de: i) vehiculo, ii) ARNip-NLF-5HTT 5 pg/5 ul en cada narina (ARNip-NLF-5-HTT 10) y iii) ARNip-
NLF-5HTT 15 pg/5 pl en cada narina (ARNip-NLF-5-HTT 30). Los experimentos de microdialisis se realizaron 24-48
horas después de la aplicacion. La fluoxetina produjo un nivel aumentado de 5-HT en el cuerpo estriado dorsal del grupo
vehiculo, pero no en los grupos de ARNip-NLF-5HTT. B) Efecto local de inhibidor selectivo del transportador de 5-HT,
citalopram (Cit) en los niveles de 5-HT en el cuerpo estriado dorsal de ratones tratados con vehiculo y ARNip-NLF-
5HTT. La administracion local de citalopram aumento el nivel de 5-HT en el cuerpo estriado dorsal del grupo vehiculo en
una manera dependiente de la concentracion. Sin embargo, citalopram sélo a 50 uM produjo un ligero aumento de los
niveles de 5-HT en el cuerpo estriado de grupos de ARNip-NLF-5HTT. Los datos se expresan como porcentaje del nivel
basal y se muestran como media + EEM (n=7-8 ratones/grupo). ** p < 0,01 significativamente diferente del vehiculo
usando ANOVA con medidas repetidas con tratamiento como el factor intermedio y el tiempo como la variable
intrasujeto, seguido por la prueba de Newman-Keuls de comparacion multiple.

Figura 17. Direccionamiento selectivo de neuronas dopaminérgicas en la region pars compacta de la sustancia negra
con ARNip-NLF-SS-Cy3. Ay C muestran el marcaje rojo de ARNip-NLF-SS-Cy3 1 y 3 horas respectivamente después
de la administracion ICV del ARNip en el mesencéfalo ventral de ratéon. B y D muestran el mismo marcaje mezclado con
tincion de tirosina hidroxilasa (TH). Después de 1 hora de la administracion ICV de ARNip-NLF-SS-Cy3 (A y B), se
puede detectar marcaje rojo (Cy3) en neuronas negras positivas para TH (azul), pero no en las neuronas gabaérgicas
de la sustancia negra reticulada (*). EI marcaje rojo sigue un patrén puntuado (recuadro). Después de 3 horas de la
inyeccion no se puede detectar ningin marcaje rojo intracelular (C y D).

Figura 18. Direccionamiento selectivo de neuronas noradrenérgicas del locus certleo con ARNip-NLF-SS-Cy3. Ay C
muestran el marcaje rojo de ARNip-NLF-SS-Cy3 1 y 3 horas respectivamente después de la administracion ICV del
ARNip. B y D muestran el mismo marcaje mezclado con tincién de tirosina hidroxilasa (TH). Después de 1 hora de la
administracion ICV de ARNip-NLF-SS-Cy3 (A y B), se puede detectar marcaje rojo (Cy3) principalmente en neuronas
noradrenérgicas positivas para TH (azul). El marcaje rojo sigue un patrén puntuado (recuadro). Después de 3 horas de
la inyeccién no se puede detectar ninglin marcaje rojo intracelular (C y D).

Figura 19. Acumulacion selectiva de oligonucledtido sin sentido modificado con 2-O’-metil (TOM) conjugado con
sertralina (C-ss-TOM) en neuronas de serotonina del rafe. Los ratones recibieron una infusion intracerebroventricular
Unica de C-ss-TOM marcado con Cy3 (30 ug) en el tercer ventriculo dorsal y se sacrificaron 24 horas después de la
infusiéon (n=2 ratones). Imagenes por confocal laser de nucleos de células inmunorreactivas YOYO1 (verde) que
muestran C-ss-TOM marcada con Cy3 inmunolocalizada (rojo). La barra de escala es 40 pm.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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Los autores de la presente invencion han observado que, de forma inesperada, es posible dirigir especificamente un
acido nucleico a una célula de interés que expresa un transportador de neurotransmisor acoplando covalentemente
dicho acido nucleico a una molécula que es capaz de unirse especificamente a dicho transportador del neurotransmisor
y, mas en particular, a un inhibidor de dicho transportador.

A. Conjugados de la invencién

En un primer aspecto, la invencién se refiere a un conjugado que comprende:

i) al menos un agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transportador de
neurotransmisor en donde el agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un
transportador de neurotransmisor se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina (ISRS), un inhibidor de la recaptacién de noradrenalina (IRN), un inhibidor de la
recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacién de serotonina-norepinefrina-
dopaminay,

ii) al menos un oligonucledtido que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que se expresa en
la misma célula que el transportador del neurotransmisor,

en donde la unién del acido nucleico a la molécula diana produce una inhibicién de la actividad de la molécula diana.

El término “conjugado”, como se usa aqui se refiere a cualquier compuesto resultante de la unién covalente de dos o
mas compuestos individuales. En la presente invencion, conjugado se refiere a una molécula que comprende un acido
nucleico y un agente de selectividad que estan covalentemente acoplados, siendo dicho acoplamiento directo o a través
de un compuesto enlazador.

Los términos “acoplamiento covalente” o “unién covalente” significan que el acido nucleico y el agente de selectividad
estan unidos covalentemente entre si de forma directa, o estan unidos covalentemente entre si de forma indirecta a
través de un grupo o grupos intermedios, tales como un enlazador, o un puente, o un espaciador, grupo o grupos.

A.1. El agente de selectividad

La expresion “agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transportador de neurotransmisor”,
como se usa aqui, se refiere a cualquier sustancia que se une a un transportador de neurotransmisor seleccionado del
grupo que consiste en un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS), un inhibidor de la recaptacion de
noradrenalina (IRN), un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de
serotonina-norepinefrina-dopamina (IRSND). Esta especificidad de unién permite la distribucion de una molécula que
esté unida a dicho agente de selectividad a la célula, tejido u o6rgano que contiene dicho transportador de
neurotransmisor. De esta manera, un conjugado que tenga dicho agente de selectividad se dirigira especificamente a
dichas células cuando se administra a un animal o se pone en contacto in vitro con una poblaciéon de células de
diferentes tipos.

Como se usa aqui, la unién especifica de una primera molécula a una segunda molécula se refiere a la capacidad de la
primera molécula de unirse a dicha segunda molécula de una manera que es mediblemente diferente de una interaccion
no especifica. Un agente de selectividad segin la presente invencion puede mostrar una Kd para la diana (el
transportador del neurotransmisor) de al menos alrededor de 10 M, de forma alternativa al menos alrededor de 10 M,
de forma alternativa al menos alrededor de 10° M, de forma alternativa al menos alrededor de 107 M, de forma
alternativa al menos alrededor de 108 M, de forma alternativa al menos alrededor de 10° M, de forma alternativa al
menos alrededor de 107" M, de forma alternativa al menos alrededor de 10™ M, de forma alternativa al menos
alrededor de 10" Mo mayor.

El término “transportador de neurotransmisor’, como se usa aqui, se refiere a una proteina que pertenece a una clase
de proteinas transportadoras de membrana que atraviesa las membranas celulares de neuronas y cuya funcién primaria
es llevar neurotransmisores a través de estas membranas y dirigir su transporte adicional a localizaciones intracelulares
especificas. Los transportadores de neurotransmisores que se pueden tener como diana por los agentes de selectividad
de la invencion incluyen, sin limitacion, transportadores de captacion presentes en la membrana plasmatica de neuronas
y células de glia, que bombean neurotransmisores desde el espacio extracelular a la célula. Este proceso se basa en el
gradiente de Na+ a través de la membrana plasmatica, particularmente el cotransporte de Na+. Se han identificado dos
familias de proteinas. Una familia incluye los transportadores de GABA, monoaminas tales como noradrenalina,
dopamina, serotonina y aminoacidos tales como glicina y prolina. Los componentes estructurales comunes incluyen
doce putativos dominios transmembrana de a-hélice, extremos N- y C- citoplasmicos y un gran bucle extracelular
glicosilado que separa los dominios transmembrana tres y cuatro. Esta familia de proteinas homologas deriva su
energia del cotransporte de iones Na y CI" con el neurotransmisor en la célula (transportadores de neurotransmisores
Na®/Cl). La segunda familia incluye transportadores para aminoacidos excitadores como glutamato. Los componentes
estructurales comunes incluyen de 6-10 putativos dominios transmembrana, extremos N- y C- citoplasmicos vy
glicosilaciones en los bucles extracelulares. Los transportadores de aminoacidos excitadores no dependen de CI- y
pueden requerir iones intracelulares de K+ (transportadores de neurotransmisores Na+/K+) (Liu, Y. et al. (1999) Trends
11
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Cell Biol. 9: 356-363).

Los transportadores de neurotransmisores que pueden ser dianas de los agentes de selectividad de la invencion
también incluyen transportadores de neurotransmisores presentes en membranas de vesiculas intracelulares,
tipicamente vesiculas sinapticas, cuya funcion primaria es concentrar neurotransmisores del citoplasma en la vesicula,
antes de la exocitosis del contenido vesicular durante la transmision sinaptica. El transporte vesicular usa el gradiente
electroquimico a través de la membrana vesicular generado por una H+-ATPasa. Dos familias de proteinas estan
implicadas en el transporte de neurotransmisores a vesiculas. Una familia usa principalmente el intercambio de protones
para dirigir el transporte en las vesiculas secretoras e incluye los transportadores para monoaminas y acetilcolina. Por
ejemplo, los transportadores de monoaminas intercambian dos protones luminales por cada molécula de transmisor
citoplasmico. La segunda familia incluye los transportadores de GABA, que se basan en la carga positiva en el interior
de la vesicula sinaptica. Las dos clases de transportadores vesiculares no muestran similitud de secuencia entre si y
tienen estructuras diferentes de las de transportadores de la membrana plasmatica (Schloss, P. ef al. (1994) Curr. Opin.
Cell Biol. 6: 595-599; Liu, Y. et al. (1999) Trends Cell Biol. 9: 356-363).

Los tipos especificos de transportadores de neurotransmisores que pueden ser diana de los agentes de selectividad de
la invencion incluyen transportadores de monoaminas, incluyendo el transportador de dopamina (DAT), transportador de
norepinefrina (NET), transportador de serotonina (SERT), transportador vesicular de monoaminas 1 (VMAT1) y
transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2).

En una forma de realizacion preferida, el agente de selectividad no es un péptido.

El agente de selectividad se selecciona del grupo de inhibidores de la recaptacion de serotonina (IRS), un inhibidor
selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS), un inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina (IRSN), un
inhibidor de la recaptacion de noradrenalina (IRN) y un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND).

El término “inhibidor de la recaptacion de serotonina” o “IRS” se refiere a una molécula que es capaz de bloquear la
captacion de serotonina e incluye tanto inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS) (que bloquean
especificamente la captacion de serotonina sin afectar sustancialmente a otros neurotransmisores) asi como inhibidores
no selectivos de la recaptacion de serotonina tal como los inhibidores de la recaptacién de serotonina-norepinefrina
(IRSN) y los inhibidores de la recaptacion de serotonina-norepinefrina-dopamina (IRSND).

El término “inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina” o “ISRS” se refiere a inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina sin afectar sustancialmente la recaptacién de otros neurotransmisores o sistemas
transportadores. Estos compuestos actian principalmente en la célula serotoninérgica presinaptica produciendo un
aumento en el nivel extracelular del neurotransmisor serotonina, aumentado por ello el nivel de serotonina disponible
para unirse al receptor postsinaptico e invertir la deficiencia de la actividad de este sistema de neurotransmisor
monoaminérgico en el cerebro. Ejemplos ilustrativos no limitantes de ISRS incluyen sertralina (CAS 79617-96-2), un
analogo estructural de la sertralina, fluoxetina (CAS 54910-89-3), fluvoxamina (CAS 54739-18-3), paroxetina (CAS
61869-08-7), indaplina (CAS 63758-79-2), zimeldina (CAS 56775-88-3), citalopram (CAS 59729-33-8) y escitalopram
(CAS 219861-08-2). Los ensayos para determinar si un compuesto determinado actia como un ISRS son, por ejemplo,
la capacidad de reducir la captacién ex vivo de serotonina y de antagonizar el efecto de reducir la serotonina de p-
cloroanfetamina sin afectar a la captacién en corazén de rata de [3H]norepinefrina como se describe esencialmente en
Koe et al. (J. Pharmacol. Exp. Ther., 1983, 226:686-700).

En una forma de realizacién preferida, el ISRS es sertralina o un analogo estructural del mismo que tiene la estructura

(M
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en donde, de forma independiente, R1, Rz, R3, R4, Rs ¥y Res son hidrégeno o un alquilo de C1-C6 opcionalmente
sustituido; X e Y se seleccionan cada uno del grupo que consiste en hidrégeno, fltor, cloro, bromo, trifluorometilo, alcoxi
de C1-C3 y ciano; y W se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, fluor, cloro, bromo, trifluorometilo, nitro y
alcoxi de C1-C3. En algunas formas de realizacion, los analogos de sertralina estan en la configuracién isomérica cis. El
término “isomérico cis” se refiere a la orientacion relativa de los grupos NR1R; y fenilo en el anillo de ciclohexeno (es
decir, ambos estan orientados al mismo lado del anillo). Puesto que tanto los carbono 1- como 4- estan asimétricamente
sustituidos, cada compuesto cis tiene dos formas enantioméricas 6pticamente activas denominadas (con referencia al
carbono 1) los enantidmeros cis-(1R) y cis-(1S).

Ciertos analogos de sertralina Utiles son los siguientes compuestos, en las formas enantiomérica (1S) o racémica
(1S)(1R), y sus sales farmacéuticamente aceptables:

- cis-N-metil-4-(3,4-diclorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina;
- cis-N-metil-4-(4-bromofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina;
- cis-N-metil-4-(4-clorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina;
- cis-N-metil-4-(3-trifluorometil-fenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina;
- cis-N-metil-4-(3-trifluorometil-4-clorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina;
- cis-N,N-dimetil-4-(4-clorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina;
- cis-N,N-dimetil-4-(3-trifluorometil-fenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina y
- cis-N-metil-4-(4-clorofenil)-7-cloro-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina.
También es de interés el enantiomero (1R) de cis-N-metil-4-(3,4-diclorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenamina.

También se describen analogos de sertralina en la patente de EE. UU. No. 4536518. Otros compuestos relacionados
incluyen (S,S)-N-desmetilsertralina, rac-cis-N-desmetilsertralina, (1S,4S)-desmetil sertralina, 1-des(metilamina)-1-oxo-2-
(R,S)-hidroxi sertralina, (1R,4R)-desmetil sertralina, sertralina, sulfonamida, sertralina (inversa) metano sulfonamida,
1R,4R sertralina, enantiomero, N,N-dimetil sertralina, nitro sertralina, sertralina anilina, yoduro de sertralina, sertralina
sulfonamida NH,, sertralina sulfonamida etanol, sertralina nitrilo, sertralina-CME, dimetil sertralina inversa sulfonamida,
sertralina inversa sulfonamida (enlazador CHy), sertralina anillo B orto metoxi, éster metilico de sertralina anillo A,
sertralina anillo A etanol, sertralina N,N-dimetilsulfonamida, sertralina anillo A acido carboxilico, sertralina anillo B
parafenoxi, sertralina anillo B para-trifluorometano, N,N-dimetil sertralina anillo B y para-trifluorometano, y UK-416244.
Las estructuras de estos analogos se muestran a continuacion.
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El término “inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina” o “IRSN” se refiere a una familia de compuestos que
son capaces de inhibir la recaptacion de serotonina bloqueando el transportador de serotonina y la recaptacion de
norepinefrina bloqueando el transportador de norepinefrina. Esta familia incluye compuestos tales como venlafaxina
(CAS 93413-69-5), desvenlafaxina (CAS 93413-62-8), duloxetina (CAS 116539-59-4), milnacipran (CAS 92623-85-3),
sibutramina (106650-56-0), tramadol (CAS 27203-92-5) y bicifadina (CAS 71195-57-8). Los ensayos para determinar si
un compuesto determinado actia como un IRSN son, por ejemplo, la capacidad de reducir la captacion de serotonina y
norepinefrina por sinaptosomas de cerebro como se describe esencialmente en Bolden-Watson C, Richelson E. (Life
Sci. 1993;52(12):1023-9). Un tipo particular de IRSN son antidepresivos friciclicos que son IRSN que tienen una
estructura molecular general que comprende tres anillos. Entre los antidepresivos ftriciclicos son prominentes los
triciclicos lineales, por ejemplo, imipramina, desipramina, amitriptilina, nortriptilina, protriptilina, doxepina, ketipramina,
mianserina, dotiepina, amoxapina, dibenzepina, melitraceno, maprotilina, flupentixol, azafeno, tianeptina y compuestos
relacionados que muestran una actividad similar. Los triciclicos angulares incluyen indrilina, clodazona, nomifensina y
compuestos relacionados. Se ha mostrado que una variedad de otros antidepresivos estructuralmente diversos, por
ejemplo, iprindol, wellbatrina, nialamida, milnaciprano, fenelzina y tranilcipromina producen actividades similares. Son
funcionalmente equivalentes a los antidepresivos ftriciclicos y por lo tanto estan incluidos en el ambito de la invencion.
De esta manera, el presente inventor pretende que el término antidepresivo triciclico abarque una clase amplia de
antidepresivos descritos anteriormente junto a compuestos relacionados que comparten la propiedad comun de que
todos poseen actividad antidepresiva y que incluye, sin limitacion, compuestos tales como amitriptilina, amitriptilinoxido,
carbamazepina, butriptilina, clomipramina, demexiptilina, desipramina, dibenzepina, dimetacrina, dosulepina/dotiepina,
doxepina, imipramina, imipraminoéxido, liprindol, lofepramina, melitraceno, metapramina, nitroxazepina, nortriptilina,
noxiptilina, pregabalina, propizepina, protriptilina, quinupramina y trimipramina.

El término “inhibidor de la recaptacion de noradrenalina”, “IRN”, IRNE”, “inhibidor de la recaptacién adrenérgica” o “IRA”
se refiere a una familia de compuestos que son capaces de bloquear la recaptacién de noradrenalina y adrenalina
bloqueando la accién del transportador de norepinefrina (NET). Esta familia de compuestos incluye los IRN selectivos
que bloguean exclusivamente el NET sin afectar a otros transportadores de monoamina asi como IRN no selectivos
tales como los IRSN, que bloquean el transportador de norepinefrina y el transportador de serotonina (véase
anteriormente), los inhibidores de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND), que bloquean los transportadores
de norepinefrina y dopamina (véase posteriormente), antidepresivos triciclicos y antidepresivos tetraciclicos (véase
anteriormente). Los INR selectivos adecuados para la presente invencion incluyen sin limitacion,
atomoxetina/tomoxetina (Strattera o CAS 83015-26-3), mazindol (Mazanor, Sanorex o CAS 22232-71-9), reboxetina
(Edronax, Vestra o CAS 98819-76-2) y viloxazina (Vivalan or CAS 46817-91-8).

El término “inhibidor de la recaptacion de dopamina” o “IRD” actia como un inhibidor de recaptacién para el
neurotransmisor dopamina bloqueando la accién del transportador de dopamina (DAT). Esto a su vez produce
concentraciones extracelulares aumentadas de dopamina y por lo tanto un aumento en la neurotransmision
dopaminérgica. Los IRD adecuados incluyen, sin limitacion, farmacos tales como amineptina, benzatropina/benztropina,
bupropién, dexmetilfenidato, esketamina, etibenzatropina/Ethybe, Ponalide, fencamfamina, fencamina, ketamina,
lefetamina, medifoxamina, mesocarb, metilfenidato, nefopam, nomifensina, pipradrol, prolintano, pirovalerona, tiletamina
y ftripelenamina; productos quimicos de investigacion tales como altropano, acido amfonélico, benociclidina,
brasofensina, bromantano, DBL-583, dicloropano, diclofensina, dieticiclidina, difluoropina, gaciclidina, GBR-12.935,
indatralina, yoflupano, yometopano, manifaxina, radafaxina, tametralina, tesofensina, troparil y vanoxerina. Los IRD
adecuados se pueden identificar usando ensayos que conoce el experto en la materia tales como la determinacion de la
capacidad del putativo IRD de inhibir la captacién de alta afinidad de la dopamina por preparaciones sipnaptosémicas
preparadas de cuerpo estriado de rata llevados a cabo como se describe usando métodos publicados por Kula et al.,
(Life Sciences 34: 2567-2575, 1984).
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El término “inhibidor de la recaptacion de endocanabinoides” o “IReCB”, como se usa aqui, se refiere a cualquier
compuesto que actiia como inhibidor de la recaptacion de endocanabinoides bloqueando la accién del transportador de
endocanabinoides. Los compuestos que tienen esta actividad se pueden identificar usando el método descrito en
Beltramo, M. et al. (Science, 1997, 277:1094—-1097) basado en la capacidad del putativo inhibidor de recaptaciéon de
endocanabinoides de bloquear la captacion de anandamida por neuronas y astrocitos de rata e incluye, sin limitacion,
AM404, arvanil y olvanil.

El término “inhibidor de la recaptacion de adenosina” o “IRAdo” se refiere a un compuesto que actia como un inhibidor
de recaptacion para el nucledsido de purina y neurotransmisor adenosina bloqueando la accién de uno o mas de los
transportadores equilibrativos de nucledsidos (ENT). Esto a su vez produce concentraciones extracelulares aumentadas
de adenosina y por lo tanto un aumento en la neurotransmisiéon adenosinérgica. Los compuestos que tienen actividad
IRAdo se pueden identificar usando un ensayo in vitro basado en la capacidad del putativo IRAdo en inhibir la captacion
de adenosina por eritrocitos asi como ensayos in vivo basados en la capacidad del putativo IRAdo de inhibir el efecto
vasodilatador de la adenosina asi como de prevenir el fomento del crecimiento de vasos colaterales mediado por
adenosina, todo lo que se puede llevar a cabo esencialmente como se describe en US6984642. Los IRAdo adecuados
incluyen, sin limitacién, acadesina, acetato, barbitiricos, benzodiacepinas, bloqueantes de canales de calcio,
carbamacepina, carisoprodol, cilostazol, ciclobenzaprina, dilazep, dipiridamol, estradiol, etanol (alcohol), flumazenil,
hexobendina, hidroxizina, indometacina, inosina, KF24345, meprobamato, nitrobenciltioguanosina, nitrobenciltioinosina,
papaverina, pentoxifilina, fenotiazinas, fenitoina, progesterona, propentofilina, propofol, puromicina, R75231, RE 102 BS,
soluflazina, toyocamicina, tracazolato, antidepresivos triciclicos.

El término “inhibidor de la recaptacion de aminoacidos excitadores” o “IRAAE”, se refiere a compuestos que inhiben la
recaptacion de aminoacidos excitadores bloqueando el transportador de aminoacidos excitadores o EEAT. Se sabe que
muchos compuestos se unen a los EAAT e inhiben la funcién transportadora. Los inhibidores de EAAT se clasifican en
dos clases principales que se diferencian en su modo de accioén: bloqueantes no transportables y sustratos competitivos.
Los IRAAE adecuados incluyen, sin limitacion, DL-treo-beta—benciloxiaspartato, cainita, dihidrocainata, 2S4R4MG, treo-
B-hidroxiaspartato, acido L-trans-pirrolidin-2,4-dicarboxilico (t-2,4-PDC). Los IRAAE adecuados se pueden identificar por
ejemplo, usando un ensayo descrito por Shimamotot et al. (Molecular Pharmacology, 1998, 53:195-201) basado en la
capacidad de putativo IRAAE de inhibir la captacion de glutamato radiomarcado por células Cos-1 que expresan el
transportador de aminoacidos excitadores humano 1 (EAAT1) o el transportador de aminoacidos excitadores humano 2
(EAAT2).

El término “inhibidor de la recaptacion de glutamato” o “IRGIu”, se refiere a un compuesto que actia como un inhibidor
de recaptacion para el glutamato bloqueando la accién de uno o mas de los transportadores de glutamato. Los
inhibidores adecuados de la recaptacion de glutamato abarcan cualquiera de esos inhibidores que ya se conocen en la
técnica, incluyendo, de forma ilustrativa, acido treo-3-hidroxi-DL-aspartico (THA), acido (2S)-trans-pirrolidin-2,4-
dicarboxilico (PDC), acido aminocaproico y (28S,3S)-3-{3-[4-(trifluorometil)benzoilamino]benciloxi}aspartato. Los
compuestos que tienen actividad IRGlu se pueden identificar por ejemplo usando el ensayo descrito por Shimamotot et
al. (Molecular Pharmacology, 1998, 53:195-201) basado en la capacidad de putativo IRGIu de inhibir la captacion de
glutamato radiomarcado por células Cos-1 que expresan el transportador de aminoacidos excitadores humano 1
(EAAT1) o el transportador de aminoacidos excitadores humano 2 (EAAT2).

El término “inhibidor de la recaptacion de GABA” o “IRG”, se refiere a un compuesto que actia como un inhibidor de la
recaptacion para el neurotransmisor acido gamma-aminobutirico (GABA) bloqueando la accion de los transportadores
de acido gamma-aminobutirico (GAT). Esto a su vez produce concentraciones extracelulares aumentadas de GABA y
por lo tanto un aumento en la neurotransmision GABAérgica. Los inhibidores adecuados de la recaptacion de GABA
incluyen, sin limitacion, adhiperforina (encontrada en Hypericum perforatum (hierba de san Juan)), CI-966, deramciclano
(EGIS-3886), Guvacina (C10149), hiperforina (encontrada en Hypericum perforatum (hierba de san Juan)), acido
nipecotico, NNC 05-2090, NNC-711, SKF-89976A, SNAP-5114, estiripentol y Tiagabina (Gabitril) que se describen en
Borden LA et al. (Eur J Pharmacol. 1994, 269: 219—-224). Los métodos para detectar si un compuesto determinado es un
inhibidor de la recaptacién de GABA se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en US6906177; US6225115;
US4383999 y Ali, F. E., et al. (J. Med. Chem. 1985, 28, 653-660). Estos métodos normalmente comprenden poner en
contacto una célula con GABA radiomarcado y detectar la captaciéon de GABA en presencia y ausencia de un
compuesto candidato.

El término “inhibidor de la recaptacion de glicina” o “IRGIly” se refiere a un compuesto que actua como un inhibidor de
recaptacion para el neurotransmisor glicina bloqueando la accién de los transportadores (GlyT) incluyendo compuestos
que bloquean el transportador de glicina (tipo 1) GlyT1 que esta implicado en la eliminacion de glicina de la hendidura
sinaptica asi como GlyT2 que se necesita para la recaptacion y recarga de glicina en la vesicula sinaptica (Gomeza et
al., 2003; Curr Opin Drug Discov Devel 6(5): 675-82). Los inhibidores de la recaptacién de glicina adecuados para su
uso en la presente invencion incluyen inhibidores especificos de GlyT1 tales como N-metil-N-[[(1R,2S)-1,2,3,4-
tetrahidro-6-metoxi-1-fenil-2-naftalenil]metil glicina (la base libre de MTHMPNMglicina), acido 4-[3-fluoro-4- propoxifenil]-
espiro[2H-1-benzopiran-2,4’-piperidin]-1’-acético (la base libore de FPPSBPAA) que se describen en WO0007978 vy
WO00136423, ALX 5407, sarcosina, 5,5-diaril-2-amino-4-pentenoatos o los compuestos descritos en W00208216 asi
como inhibidores especificos de GlyT2 tales como los descritos en WO05044810A.
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Los métodos para detectar inhibidores de recaptacion especificos de GlyT1 y GlyT2 se conocen en la técnica e incluyen,
por ejemplo el método descrito en WO05018676A o W0O05044810 en donde células que expresan el receptor relevante
(GlyT1 o GlyT2) se ponen en contacto con glicina radiomarcada en presencia del compuesto cuya actividad inhibidora
de la recaptacion se va a ensayar y se determina la cantidad de glicina encontrada en el interior de la célula después de
un tiempo determinado.

El término “inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina” o “IRND”, como se usa aqui, se refiere a un
compuesto que actia como un inhibidor de recaptacion para los neurotransmisores norepinefrina y dopamina
bloqueando la accién del transportador de norepinefrina (NET) y el transportador de dopamina (DAT), respectivamente.
Esto a su vez produce concentraciones extracelulares aumentadas tanto de norepinefrina como de dopamina y por lo
tanto un aumento en las neurotransmisiones adrenérgica y dopaminérgica. Los IRND adecuados para su uso en los
conjugados de la presente invencion incluyen, sin limitacion, amineptina (Survector, Maneon, Directin), bupropion
(Wellbutrin, Zyban), dexmetilfenidato (Focalin), fencamfamina (Glucoenergan, Reactivan), fencamina (Altimina,
Sicoclor), lefetamina (Santenol), metilfenidato (Ritalin, Concerta), nomifensina (Merital), pipradrol (Meretran), prolintano
(Promotil, Katovit), pirovalerona (Centroton, Thymergix), nefopam (Acupan), adhiperforina (encontrada en Hypericum
perforatum (hierba de San Juan)), hiperforina (encontrada en Hypericum perforatum (hierba de San Juan)), cocaina,
desoxipipradrol (2-DPMP), difenilprolinol (D2PM), metilendioxipirovalerona (MDPV), cilobamina, manifaxina (GW-
320.659), radafaxina (GW-353.162), tametralina (CP-24.441).

En una forma de realizacion preferida, el conjugado de la invencion contiene un agente de selectividad que es un
inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS). En una forma de realizacion aun mas preferida, el ISRS es
sertralina o un analogo estructural de la misma como se define anteriormente.

A.2. El &cido nucleico de los conjugados de la invencién

El segundo componente de los conjugados segun la presente invencion es un acido nucleico que es capaz de unirse
especificamente a una molécula diana que se expresa en la misma célula que el transportador del neurotransmisor.
Tipicamente, el acido nucleico de la invencioén es capaz de inhibir la funciéon de la molécula diana. De esta manera, si la
molécula diana es un ARNm, entonces el acido nucleico (tipicamente un ARNip, un ARNhc o un acido nucleico
antisentido) actua inhibiendo la traduccion del ARNm lo que produce un descenso en los niveles de la proteina
codificada por el ARNm. Si la molécula diana es una proteina, entonces el acido nucleico (tipicamente un aptamero)
actua inhibiendo la actividad de la proteina.

El término “acido nucleico”, como se usa aqui, se refiere a un polimero que tiene dos o mas moléculas de
desoxirribonucleodtidos, ribonucledtidos o analogos de nucleétidos asi como moléculas que son estructuralmente
similares a un acido nucleico nativo, pero se diferencian del acido nucleico nativo (por ejemplo, mediante modificacién
quimica) en uno o mas del esqueleto del acido nucleico (por ejemplo, fosfato en acidos nucleicos nativos), azucar del
acido nucleico (por ejemplo, desoxirribosa para ADN nativo y ribosa en ARN nativo) y base del acido nucleico (por
ejemplo, adenosina, citosina, guanina o timidina en acidos nucleicos nativos).

El oligonucledtido puede ser un oligonucledtido bicatenario o monocatenario incluyendo, sin limitacién, ARN interferente
pequefio (ARNip), ARN horquillado corto (ARNhc), microARN (miARN), oligonucleétidos antisentido o ribozimas. Si se
usan acidos nucleicos bicatenarios, estos comprenden una primera cadena sentido que es complementaria al acido
nucleico diana y una segunda cadena antisentido que es complementaria a la sentido, que permite la formacion del ADN
bicatenario mediante la formacion de pares de bases de la primera y segunda cadena.

El término “cadena antisentido” se refiere a la cadena de un acido nucleico bicatenario que incluye una regién que es
sustancialmente complementaria a una secuencia diana. Donde la regiéon de complementariedad no es completamente
complementaria a la secuencia diana, los malos emparejamientos son mas tolerados fuera de los nucleétidos 2-7 del
extremo 5’ de la cadena antisentido.

El término “cadena sentido”, como se usa aqui, se refiere a la cadena de un ARNbc que incluye una region que es
sustancialmente complementaria a una region de la cadena antisentido.

El término ARN interferente pequefio (“ARNip”) se refiere a duplex de ARN inhibidores pequefios que inducen la via de
interferencia de ARN. Estas moléculas pueden variar en longitud (generalmente de 18-30 pares de bases) y contienen
grados variables de complementariedad a sus ARNm diana en la cadena antisentido. Algunos ARNip, pero no todos,
tienen bases no apareadas sobresalientes en el extremo 5’ 6 3’ de la hebra sentido y/o la hebra antisentido. El término
“ARNip” incluye duplex de dos cadenas separadas. Como se usa aqui, las moléculas de ARNip no estan limitadas a
moléculas de ARN sino que abarcan ademas acidos nucleicos con uno o mas nucleétidos quimicamente modificados,
tales como morfolinos.

El término “ARNhc” o “ARN horquillado corto” como se usa aqui, se refiere a un ARNbc donde las dos cadenas estan
unidas por una cadena sin interrumpir de nucleétidos entre el extremo 3’ de una hebra y el extremo 5’ de la otra hebra
respectiva para formar una estructura duplex.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 638 309 T3

El término “micro ARN” o “miARN” se refiere a moléculas de ARN monocatenario cortas, tipicamente de alrededor de
21-23 nucledtidos de longitud capaces de regular la expresion génica. Los miARN pueden ser sintéticos (es decir,
recombinantes) o naturales. Los miARN naturales estan codificados por genes que se transcriben del ADN y se
procesan de transcritos primarios (“pri-miARN”) a estructuras cortas de tallo-bucle (“pre-miARN”) y por ultimo a miARN
maduro. Las moléculas de miARN maduro son parcialmente complementarias a una o mas moléculas de ARNm y
disminuyen la expresidon génica a través de un proceso similar a la interferencia de ARN o inhibiendo la traduccién del
ARNmM.

Una “secuencia antisentido”, como se usa aqui, incluye oligonucleétidos antisentido o sentido que comprenden una
secuencia de acido nucleico monocatenario (ARN o ADN) capaz de unirse a secuencias de ARNm (sentido) o ADN
(antisentido) diana. Se describe la capacidad de derivar un oligonucleétido antisentido o sentido, basada en una
secuencia de ADNc que codifica una proteina determinada en, por ejemplo, Stein y Cohen, Cancer Res. 48:2659,
(1988) y van der Krol et al., BioTechniques 6:958, (1988).

Como se usa aqui, el término “ribozima” o “enzima de ARN” o “ARN catalitico” se refiere a una molécula de ARN que
cataliza una reacciéon quimica. Muchas ribozimas naturales catalizan la hidrélisis de uno de sus propios enlaces
fosfodiéster o la hidrélisis de enlaces en otros ARN, pero también se ha encontrado que catalizan la actividad
aminotransferasa del ribosoma, la actividad ligasa de una ADN ligasa y un niumero de otras reacciones quimicas
realizadas por enzimas proteicas convencionales.

Un “aptamero” como se usa aqui, se refiere a un ligando de acido nucleico que se une a mas de un sitio en una
molécula diana donde la unién no es “complementaria”, es decir, no se debe a la formacion de pares de bases entre un
ligando acido nucleico y una secuencia diana de acido nucleico. Se puede disefiar un aptamero que se una a cualquier
diana previsible, incluyendo polipéptidos. Los aptameros ofrecen la utilidad para las aplicaciones biotecnolégicas y
terapéuticas ya que ofrecen propiedades de reconocimiento molecular que rivalizan con la de la biomolécula
normalmente usada, anticuerpos. Ademas de su reconocimiento selectivo, los aptameros ofrecen ventajas sobre los
anticuerpos ya que se pueden manipular completamente en un tubo de ensayo y se producen facilmente mediante
sintesis quimica, poseen propiedades de almacenamiento deseables y provocan poca o ninguna inmunogenicidad en
aplicaciones terapéuticas. Los aptameros se pueden sintetizar mediante rondas repetidas de reparto in vitro, seleccion y
amplificaciéon, una metodologia conocida en el estado de la técnica como “SELEX” (siglas en inglés de evolucion
sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial) (Shamah et al, Acc. Chem. Res. 2008, 41 pp. 130-8). De
forma alternativa, se pueden sintetizar, por ejemplo, mediante fase sdélida paso a paso.

El acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invencion puede contener una o mas modificaciones en las
nucleobases, en los azlcares y/o en los enlaces entre nucleotidos.

Las modificaciones a uno o mas residuos del esqueleto de los acidos nucleicos pueden comprender una o mas de las
siguientes: modificaciones del aztcar en 2’ tal como 2’-O-metilo (2-OMe), 2'-O-metoxietilo (2'-MOE), 2’-O-metoxietoxi,
2’-fluoro (2’-F), 2'-alilo, 2’-O-[2-(metilamino)-2-oxoetilo], 2’-O-(N-metilcarbamato); modificaciones del azucar en 4’
incluyendo 4’-tio, puente 4’-CH,-O-2’, puente 4-(CH,),-O-2’; acido nucleico cerrado (LNA); acido péptido nucleico (APN);
acido nucleico intercalante (INA); acido nucleico intercalante enrollado (TINA); acidos nucleicos de hexitol (HNA); acido
arabinonucleico (ANA); acidos ciclohexano nucleicos (CNA); acido ciclohexenilnucleico (CeNA); acido treosil nucleico
(TNA); oligonucledtidos morfolinos; Gap-meros; Mix-meros; incorporacion de péptidos ricos en arginina; adicion de 5'-
fosfato a ARN sintéticos; aptameros de ARN (Que-Gewirth NS, Gene Ther. 2007 Feb;14(4):283-91); aptameros de ARN
regulados con antidotos en el sujeto del aptamero de ARN especifico (ref. Oney S, Oligonucleotides. 2007 Fall;
17(3):265-74) o cualquier combinacién de los mismos.

Las modificaciones a uno o mas enlaces entre nucledsidos de los acidos nucleicos pueden comprender una o mas de
las siguientes: fosforotioato, fosforamidato, fosforodiamidato, fosforoditioato, fosforoselenoato, fosforodiselenoato,
fosforoanilotioato y fosforanilidato, o cualquier combinacién de los mismos.

Un acido nucleico cerrado (LNA), con frecuencia denominado ARN inaccesible, es un nucleétido de ARN modificado. El
grupo ribosa de un nucleétido LNA se modifica con un puente extra que une los carbonos 2’ y 4’ (puente O2',C4’-
metileno). El puente “cierra” la ribosa en la conformacién estructural 3’-endo, que con frecuencia se encuentra en la
forma A del ADN o ARN. Los nucleétidos LNA se pueden mezclar con bases de ADN o ARN en el acido nucleico
cuando se desee. Tales oligdmeros estan comercialmente disponibles. La conformacién cerrada de la ribosa aumenta el
apilamiento de bases y pre-organizacion del esqueleto. Esto aumenta significativamente la estabilidad térmica
(temperatura de fusion) y la afinidad de hibridacion de acidos nucleicos modificados con LNA, ademas de tener
capacidades mejoradas en la discriminacion a malos emparejamientos. Estas propiedades los hacen muy utiles para
técnicas antisentido. Ademas, los oligonucledtidos LNA anti-miR se han probado en primates con resultados
esperanzadores y baja toxicidad.

Un acido péptido nucleico (APN) es un polimero artificialmente sintetizado similar a ADN o ARN y se usa en
investigacion bioldgica y tratamientos médicos. No se sabe que el APN se produzca de forma natural. EL ADN y ARN
tienen un esqueleto de azucar de desoxirribosa y ribosa, respectivamente, mientras que el esqueleto de APN esta
compuesto de unidades repetitivas de N-(2-aminoetil)-glicina unidas por enlaces peptidicos. Las diferentes bases de
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purina y pirimidina estan unidas al esqueleto por enlaces metilen-carbonilo. Los APN se representan como péptidos, con
el N-terminal en la primera posicion (izquierda) y el C-terminal a la derecha. Puesto que el esqueleto del APN no
contiene grupos fosfato cargados, la union entre las hebras APN/ADN es mas fuerte que entre las hebras ADN/ADN
debido a la falta de repulsion electrostatica. Las moléculas de bases mezcladas de APN son imitadores verdaderos de
las moléculas de ADN en términos de reconocimiento de pares de bases. La union APN/APN es mas fuerte que la unién
APN/ADN.

Un acido nucleico intercalante (INA) es un analogo de acido nucleico modificado que comprende desoxirribonucledtidos
normales unidos covalentemente a inserciones hidrofébicas. El INA tiene una gran afinidad por el ADN complementario
con estabilizacion de hasta 11 grados para cada modificacion. El INA tiene mayor especificidad por una diana
completamente apareada sobre dianas mal apareadas que el ADN normal. Utilizando que los INA tienen mayor afinidad
por ADN hace posible usar sondas mas cortas y aumentar asi la especificidad incluso mas. Ademas, un INA es un
analogo oligonucleotidico selectivo de ADN, con una capacidad Unica para discriminar entre ADN y ARN. Incluso
aunque los INA tienen altas afinidades para ADN complementario, tiene una menor afinidad por una secuencia
complementaria de INA complementarios. Los acidos nucleicos intercalantes enrollados se denominan TINA.

Los acidos nucleicos de hexitol (HNA) son nucleétidos construidos de nucleobases naturales y un esqueleto 1,5-
anhidrohexitol fosforilado. Las asociaciones moleculares entre HNA y ARN son mas estables que entre HNA y ADN y
entre acidos nucleicos naturales (ADNbc, ARNbc, ADN/ARN). Ofros oligonucledtidos sintéticamente modificados
comprenden ANA (acido arabinonucleico), CNA (acidos ciclohexano nucleicos), CeNA (acido ciclohexenilnucleico) y
TNA (acido treosilnucleico).

Los morfolinos son moléculas sintéticas que son el producto de un redisefio de la estructura natural del acido nucleico.
Estructuralmente, la diferencia entre morfolinos y ADN o ARN es que mientras los morfolinos tienen nucleobases
estandar, esas bases estan unidas a anillos de 6 miembros de morfolina en lugar de a anillos de desoxirribosa/ribosa y
los enlaces fosforodiamidato no iénicos entre las subunidades reemplazan los enlaces fosfodiéster anidnicos. Los
morfolinos se denominan algunas veces PMO (oligonucleétido fosforodiamidato de morfolino). El anillo de morfolina de 6
miembros tiene la féormula quimica O-(CH2-CHa)>-NH.

Los gapmeros o “compuestos oligoméricos con huecos” son sondas oligonucleotidicas quiméricas de ARN-ADN-ARN,
donde se insertan ventanas o ‘huecos’ (‘gaps’) de ADN en un oligonucledtido de ARN de otra manera normal o
modificado conocidas como “alas”. Esta modificacion aumenta la estabilidad del oligonucledtido in vivo y la avidez de la
interaccion de la sonda con la diana, de modo que se pueden usar sondas mas cortas de forma eficaz. Preferiblemente,
las alas son oligonucledtidos 2°-O-metil (OMe) o 2’-O-metoxietil (MOE) modificados que protegen el bloque interno de la
degradacioén por nucleasas. Ademas, los nucleotidos que forman el hueco o las alas pueden estar unidos por enlaces
fosfodiéster o por enlaces fosforotioato, que los hace asi resistentes a la degradacién por RNasa.Ademas, los
nucledtidos que forman las alas también pueden estar modificados por incoporacion de bases unidas por enlaces 3’
metilfosfonato.

Los acidos nucleicos de los conjugados de la invencion son capaces de unirse especificamente a la molécula diana que
se expresa en la misma célula que el transportador del neurotransmisor. La unién del acido nucleico a la molécula diana
se puede producir a través de interacciones de Watson-Crick en donde la molécula diana es un acido nucleico que
contiene una secuencia que es complementaria a la secuencia del acido nucleico. De forma alternativa, cuando la
molécula diana es un polipéptido, el acido nucleico de los conjugados de la invencion también puede interaccionar con
dicha molécula, en cuyo caso el acido nucleico actia como un aptamero.

En donde el acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invencién es complementario a la secuencia de
acido nucleico del ARNm diana, el experto en la materia dispone de diferentes criterios para seleccionar el acido
nucleico mas adecuado. A modo de ejemplo, cuando el acido nucleico que forma parte del conjugado es un ARNip, este
se puede seleccionar mediante barrido de la secuencia del ARNm de la diana para dinucleétidos AA y registrar los 19
nucledtidos inmediatamente posteriores de los AA. También se pueden usar otros métodos para seleccionar las dianas
de acido nucleico. En un ejemplo, la seleccién de la secuencia diana del ARNip se determina puramente de forma
empirica (véase, por ejemplo, Sui G et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:5515-20 (2002)), siempre que la secuencia
diana empiece con GG y no comparta homologia de secuencia significativa con otros genes analizados mediante
busqueda con BLAST. En otro ejemplo, se emplea un método mas elaborado para seleccionar las secuencias diana del
ARNip. Este procedimiento explota una observacién de que cualquier sitio accesible en el ARNm enddgeno puede ser
diana para degradacion por el método oligodesoxirribonucleétido sintético/RNasa H (véase, por ejemplo, Lee NS et al.,
Nature Biotechnol. 20:500-05 (2002)).

De forma alternativa se construye el casete de expresion del ARNip horquillado para que contenga la hebra sentido de
la diana, seguido por un espaciador corto, la hebra antisentido de la diana y 5-6 T como terminacion de transcripcion. El
orden de las hebras sentido y antisentido dentro de las construcciones de expresion de ARNip se puede cambiar sin
afectar las actividades de silenciamiento génico del ARNip horquillado. En ciertos casos, la inversion del orden puede
producir reduccion parcial en las actividades de silenciamiento génico.

La longitud de la secuencia de nucleétidos que se usa como tallo del casete de expresion del ARNip puede variar, por
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ejemplo, de 19 a 29. El tamafio del bucle puede variar de 3 a 23 nucledtidos. También se pueden usar otras longitudes
y/o tamafios del bucle.

En adn otra forma de realizacién, se puede usar un saliente 5’ en la construccion ARNip horquillada, siempre que el
ARNip horquillado sea funcional en el silenciamiento génico. En un ejemplo especifico, el saliente 5 incluye alrededor
de 6 residuos de nucledtidos.

En aun otra forma de realizacion, la secuencia diana para ARNi es un fragmento 21-mero de secuencia. El extremo 5’
de la secuencia diana tiene el dinucledtido “NA”, donde “N” puede ser cualquier base y “A” representa adenina. La
secuencia 19-mera restante tiene un contenido en GC de entre el 35% y el 55%. Ademas, la secuencia 19-mera
restante no incluye cuatro A o T consecutivas (es decir, AAAA o TTTT), tres G o C consecutivas (es decir, GGG o CCC)
o siete “GC” seguidas.

También se pueden usar criterios adicionales para seleccionar las secuencias diana para ARNi. Por ejemplo, el
contenido de GC de la secuencia 19-mera restante se puede limitar a entre el 45% y el 55%. Ademas, se excluye
cualquier secuencia 19-mera que tenga tres bases idénticas consecutivas (es decir, GGG, CCC, TTT o AAA) o una
secuencia palindromica con 5 o mas bases. Ademas, se puede seleccionar la secuencia 19-mera restante para tenga
baja homologia de secuencia a otros genes. En un ejemplo especifico, se buscan secuencias diana potenciales
mediante BLASTN contra la base de datos de secuencias de agrupamientos de UniGene humano del NCBI. La base de
datos de UniGene humano contiene conjuntos no redundantes de agrupamientos orientados de genes. Cada
agrupamiento de UniGene incluye secuencias que representan un gen unico. Se pueden seleccionar secuencias 19-
meras que no coinciden con otros genes humanos en la busqueda de BLASTN. Durante la busqueda, el valor e se
puede ajustar a un valor riguroso (tal como “1”).

La eficacia de las secuencias del ARNip, asi como de cualquier otra secuencia de ARNi derivada segun la presente
invencion en silenciar la expresion del gen diana, se puede evaluar usando varios métodos conocidos en la técnica.

” o« » o«

Los términos “silenciar” e “inhibir la expresion de”, “disminuir la expresion de”, “suprimir la expresion de” y similares, en
tanto que se refieren a un gen diana, se refieren aqui a la supresion al menos parcial de la expresion de un gen diana,
manifestado mediante la reduccién de la cantidad de ARNm diana, que se puede aislar de una primera célula o grupo
de células en las que se transcribe el gen diana y que se ha o han tratado de modo que se inhibe la expresion de un gen
diana, comparada con una segunda célula o grupo de células sustancialmente idénticas a la primera célula o grupo de
células pero que no se ha o han tratado (células control). El grado de inhibicién normalmente se expresa en términos de:

(ARNm en células control)-(ARNm en células tratadas)*100 por ciento
(ARNm en células control)

De forma alternativa, el grado de inhibicién se puede dar en términos de una reduccién de un parametro que esta unido
funcionalmente a la expresion del gen diana, por ejemplo, la cantidad de proteina codificada por un gen diana o el
numero de células que muestran un cierto fenotipo. En principio, se puede determinar el silenciamiento del genoma
diana en cualquier célula que expresa la diana, de forma constitutiva o por manipulacion genética, y mediante cualquier
ensayo apropiado. Sin embargo, cuando se necesita una referencia para determinar si un acido nucleico determinado
inhibe la expresion de un gen diana en un cierto grado y por lo tanto esta abarcado por la presente invencion, el ensayo
proporcionado en los ejemplos posteriores y los conocidos en la técnica sirven como tal referencia. Por ejemplo, en
ciertos casos, la expresion de un gen diana se suprime al menos en alrededor del 5 por ciento, el 10 por ciento, el 15
por ciento, el 20 por ciento, el 25 por ciento, el 30 por ciento, el 35 por ciento, el 40 por ciento, el 45 por ciento o el 50
por ciento mediante la administracion del oligonucledtido bicatenario. En algunas formas de realizacién, se suprime un
gen diana en al menos alrededor del 60 por ciento, el 70 por ciento o el 80 por ciento mediante la administracion del
oligonucledtido bicatenario. En algunas formas de realizacion, el gen diana se suprime en al menos alrededor del 85 por
ciento, el 90 por ciento, o el 95 por ciento mediante la administracion del oligonucleétido bicatenario.

Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico segun la presente invencion se puede introducir en una célula que expresa
el gen diana. El nivel de ARNm del gen diana en la célula se puede detectar usando RT-PCR, transferencia de Northern
o cualquier otro método estandar. De forma alternativa, el nivel de polipéptido codificado por el ARNm diana se puede
medir usando inmunotransferencia, ELISA o cualquier otro método inmunolégico o no inmunolégico. Un cambio
sustancial en el nivel de expresion del ARNm o de la proteina codificada por el gen diana después de la introduccion de
la secuencia ARNip es indicativo de la eficacia de la secuencia ARNip en suprimir la expresion del gen diana. En un
ejemplo especifico, los niveles de expresion de otros genes también se controlan antes y después de introducir la
secuencia ARNip. Se puede seleccionar una secuencia ARNip que tiene efecto inhibidor sobre la expresion del gen
diana pero no afecta significativamente la expresion de otros genes. En otro ejemplo especifico, se pueden introducir
multiples ARNip u otras secuencias de ARNi en la misma célula diana. Estas secuencias ARNip o ARNi especificamente
inhiben la expresion de genes diana pero no la expresion de otros genes. En ailn otro ejemplo especifico, se pueden
usar ARNip u otras secuencias ARNi que inhiben la expresién del gen diana y de otro gen o genes.
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El experto en la materia apreciara que la eleccion especifica de la molécula de acido nucleico que se incorpora en los
conjugados de la invencion dependera del tipo de agente de selectividad presente en el conjugado. De esta manera, el
acido nucleico sera especifico para una molécula diana que se expresa en las células que expresan el transportador del
neurotransmisor al que se une especificamente el agente de selectividad.

En una forma de realizacién preferida, el acido nucleico es especifico para el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a).
En esos casos en los que el acido nucleico es un antisentido, un ARNip, un ARNhc o una ribozima, el acido nucleico
actlia mediante apareamiento de bases con la molécula diana, en cuyo caso la molécula diana es el ARNm que codifica
el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a). Si el acido nucleico es un aptamero, la molécula diana es polipéptido del
receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a).

El término “receptor de serotonina de tipo 1A" o “5-HT1AR”, como se usa aqui, se refiere a un tipo de receptor de
serotonina que se encuentra predominantemente en la neurona serotoninérgica presinaptica. Estos receptores se
activan por serotonina extracelular produciendo la reduccion de la actividad de descarga celular y, a su vez, un
descenso en la liberacion de serotonina en las areas principales de prosencéfalo. Esta retroalimentacion negativa limita
el aumento de serotonina sinaptica que se puede inducir por antidepresivos de una dosis. A lo largo del tiempo, los
autorreceptores somatodendriticos se desensibilizan, lo que permite que se exprese el efecto completo de los ISRS en
el prosencéfalo. Se ha encontrado que este periodo de tiempo corresponde con la latencia para el inicio de la actividad
antidepresiva [Perez, V., et al., The Lancet, 1997, 349: 1594-1597]. De esta manera, en células en donde se inactiva el
receptor de serotonina de tipo 1A, el aumento en la serotonina extracelular como consecuencia del bloqueo en el
transportador de serotonina no producira una reducciéon en la actividad de descarga celular, previniendo asi la
retroalimentacion negativa asociada con el tratamiento por inhibidores de la recaptacion de serotonina.

El receptor de serotonina de tipo 1A que puede ser diana del acido nucleico de los conjugados de la invencion puede
ser cualquier receptor de serotonina de tipo 1A incluyendo, sin limitacion, el 5-HT1aR humano, cuya secuencia se da en
la base de datos SwissProt con el nimero de acceso P08908, el 5-HT1aR de ratén, cuya secuencia se da en la base de
datos SwissProt con el nimero de acceso Q64264, el 5-HT1aR de rata, cuya secuencia se da en la base de datos
SwissProt con el nimero de acceso P19327, el 5-HT1aR de perro, cuya secuencia se da en la base de datos SwissProt
con el nimero de acceso Q6XXX9.

El experto en la materia apreciara que el acido nucleico de la invencién especifico hacia el ARNm que codifica 5-HT1aR
se puede seleccionar usando cualquiera de los métodos mencionados anteriormente y probar su capacidad para inducir
un descenso sustancial en los niveles del ARNm correspondiente. Los autores de la presente invencion han identificado
regiones en la secuencia del ARNm de 5-HT1aR que los acidos nucleicos de la invencién pueden usar preferentemente
como dianas. Estas regiones corresponden a regiones que estan muy conservadas entre diferentes especies o regiones
que corresponden a regiones no codificantes del transcrito primario para evitar interferencia potencial con complejos de
traduccion dentro de la region codificante.

De esta manera, en una forma de realizaciéon preferida, las secuencias de acido nucleico son complementarias a una
region correspondiente a los nucledtidos 621 a 1640 o a los nucledtidos 1880 a 2400 en el ARNm de 5-HT+4R de ratéon
(secuencia con el numero de acceso NM_008308 en la base de datos de NCBI) o las regiones correspondientes en los
ADNCc de 5-HT1aR de otras especies. Dichas regiones correspondientes se pueden determinar mediante alineamientos
por pares de dichos ADNc con el ADNc de 5-HT AR de ratén o mediante alineamientos multiples de diferentes ADNc de
5-HT1aR e identificacion de las regiones en dichos otros ADNc que solapan con las regiones seleccionadas en el ADNc
de 5-HT1aR de raton.

Los métodos para el alineamiento por pares de dos secuencias de acidos nucleicos determinadas los conoce
ampliamente el experto en la materia y se pueden llevar a cabo mediante algoritmos estandar del tipo BLASTN [BLAST
Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)]
usando los parametros por defecto. Los métodos para el alineamiento de multiples secuencias de acidos nucleicos se
pueden llevar a cabo usando algoritmos estandar del tipo CLUSTALW (Thompson JD et al., Nucleic Acids Res, 1994,
22:4673-4680) usando los parametros por defecto. Una vez que se han identificado las regiones en el ADNc de 5-HT1aR
en diferentes especies, es posible identificar secuencias adecuadas de acido nucleico que se pueden incorporar en los
acidos nucleicos de los conjugados de la invencién. En una forma de realizacion preferida, el conjugado de la invencion
comprende una secuencia de acido nucleico que comprende una secuencia que esta dirigida a la region en el ARNm de
5-HT1aR seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 1 (nucleétidos 1841 a 1910 del ARNm de 5-HT1aR de ratén), SEQ ID
NO: 2 (nucledtidos 591 a 700 del ARNm del 5-HT1aR de raton), SEQ ID NO: 3 (nucleétidos 831 a 940 del ARNm de 5-
HT1aR de raton) y SEQ ID NO: 4 (nucledtidos 2120 a 4411 del ARNm de 5-HT1aR de raton).

En una forma de realizacion aun mas preferida, el acido nucleico de los conjugados de la invenciéon comprende una
secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 11 (véase la tabla 2).

Si los acidos nucleicos se suministran como acidos nucleicos bicatenarios (por ejemplo, como ARNip), los

oligonucledtidos se ajustan a la hebra antisentido correspondiente que se proporciona en SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12 (véase la tabla 2).
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En otra forma de realizacion, el acido nucleico de la invencion se dirige al ARNm que codifica el transportador de
serotonina (en donde el acido nucleico actia mediante emparejamiento de bases con la diana) o al transportador de la
serotonina como tal (en donde el acido nucleico actia como un aptamero uniéndose directamente e inhibiendo la
actividad del polipéptido).

El término “transportador de serotonina” o “SERT”, como se usa aqui, se refiere a un polipéptido que es una proteina
integral de membrana que transporta el neurotransmisor serotonina de los espacios sinapticos a neuronas
presinapticas. Las secuencias de SERT humana, de rata, ratdon y bovina se proporcionan en la base de datos SwissProt
con los nimeros de acceso P31645, P31652, Q60857 y Q9XT49 respectivamente. De forma similar a los acidos
nucleicos que se dirigen al ADNc de 5-HTaR, cualquier region del ADNc de SERT puede ser diana siempre que
produzca una inhibicién sustancial de los niveles del ARNm correspondiente o la proteina codificada por dicho ARNm.
De esta manera, se pueden identificar los acidos nucleicos especificos de SERT adecuados como se ha descrito
anteriormente midiendo los niveles del ARNm de SERT o la proteina SERT en células que expresan SERT después de
haber puesto en contacto dichas células con el acido nucleico que se va a probar.

A modo de ejemplo, se pueden usar ARNip especificos de SERT como se describe en Mol. Psychiatry. 2005 Agosto;
10(8):782-9, 714 y J. Recept. Signal Transduct. Res. 2006; 26:527-47. En una forma de realizacion ain mas preferida,
el ARNip especifico de SERT contiene la secuencia

5 CUCCUGGAACACUGGCAACATAT 3’ (SEQ ID NO:13)

En aun otra forma de realizacién, los ARNip especificos de SERT comprenden las secuencias descritas en la tabla X.

Identificacion de oligonucledtido de Secuencia (direccion 5’-3’) SEQ ID NO:
ARN
ARNip-A-s (sentido) GCUAGCUACAACAAGUUCATT 14
ARNip-A-a (antisentido) UGAACUUGUUGUAGCUAGCTT 15

Ademas de 5-HT4a presinaptico también es posible modular la acciéon de 5-HT1a modulando algunos canales i6nicos
que estan después de la accién de 5-HT1a, tales como TREK-1 o GIRK. Estos canales modulan la actividad neuronal
hiperpolarizando la membrana produciendo una gran entrada de potasio. Este cambio en el potencial de membrana
inhibe la descarga celular. Se ha propuesto que un antagonista de TREK-1 o GirK aumentara la actividad neuronal. Al
final esto rompera el efecto de inhibicién presinaptica de 5-HT1a en presencia de altos niveles de serotonina.

En otra forma de realizacion, el acido nucleico de la invencion se dirige al ARNm que codifica un canal idnico que actua
después de la accién de 5-HT1a (en donde el acido nucleico actua mediante emparejamiento de bases con la diana) o al
canal iénico que actia después de 5-HT14 como tal (en donde el acido nucleico actia como un aptamero uniéndose
directamente e inhibiendo la actividad del polipéptido). Esos canales modulan la actividad neuronal hiperpolarizando la
membrana mediante la produccion de una gran entrada de potasio. Este cambio en el potencial de membrana inhibe la
descarga celular. Al final esto rompera el efecto de inhibicion presinaptica de 5-HT1a en presencia de altos niveles de
serotonina. En una forma de realizacién preferida el canal iénico que actia después de 5-HT1a es TREK-1 o GIRK.

El término “TREK-1”, como se usa aqui, se refiere a un polipéptido también conocido como KCNK2, TREK, TPKC1,
K2p2.1, TREK1, hTREK-1c, hTREK-1e, MGC126742, MGC126744 y KCNK2 que es un canal de potasio con actividad
de fondo con dominio de dos poros formado por dos homodimeros que crean un canal que echa potasio fuera de la
célula para controlar el potencial de membrana de reposo. Sin embargo, el canal se puede abrir por ciertos anestésicos,
estiramiento de membrana, acidosis intracelular y calor. En seres humanos hay tres isoformas resultantes de ayuste
alternativo del gen TREK y que se proporcionan en la base de datos del NCBI con los numeros de acceso
NP_001017424.1, NP_001017425.2 y NP_055032.1. En la base de datos de proteinas del NCBI se proporcionan los
ortélogos de TREK-1 de perro (Canis familiaris), chimpancé (Pan troglodytes), vaca (Bos taurus), rata (Rattus
norvegicus) y raton (Mus musculus) con los nimeros de acceso XP_849278, XP_001171677, NP_777111, NP_742038
y NP_034737, respectivamente. De forma similar a los acidos nucleicos que se dirigen al ADNc de 5-HT1aR, cualquier
region del ADNc de TREK-1 puede ser diana siempre que produzca una inhibicion sustancial en los niveles del ARNm
correspondiente o la proteina codificada por dicho ARNm. De esta manera, los acidos nucleicos especificos de TREK-1
adecuados se pueden identificar como se ha descrito anteriormente midiendo los niveles del ARNm de TREK-1 o la
proteina TREK-1 en células que expresan TREK-1 después de haber puesto en contacto dichas células con el acido
nucleico que se va a probar.

El ARNip especifico de TREK-1 que se puede usar en los conjugados de la presente invencion incluye, sin limitacion, el
ARNip sc-37180 proporcionado por Santa Cruz Biotecnology y las moléculas antisentido descritas en US2009317811.

Los términos canales de potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteinas G, GIRK o Kir3.x, como se usa
aqui, se refieren a cualquier miembro de la familia de canales de iones potasio rectificadores hacia el interior que se
activan (abren) a través de una cascada de transduccion de sefiales que empieza con receptores acoplados a proteinas
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G (GPCR) estimulados por ligandos. Los GPCR a su vez liberan subunidades By activadas de proteina G (GBy) de
complejos heterotriméricos inactivos de proteina G (Gafy). Por ultimo, la proteina dimérica GBy interacciona con los
canales GIRK para abrirlos de modo que se vuelvan permeables a los iones de potasio produciendo la hiperpolarizacion
de la célula. Los canales de potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteinas G son un tipo de canales
iénicos operados por proteinas G debido a esta activacion directa de los canales GIRK por subunidades de proteina G.

Los GIRK adecuados incluyen, sin limitacion, todos los miembros de la subfamilia J incluyendo el miembro 3 (también
conocido como GIRK1 o Kir3.1) tales como por ejemplo GIRK1 humano que corresponde al acido nucleico identificado
en la base de datos de genes del NCBI con el numero de acceso U39196 o la variante cerebral del mismo conocida
como GIRKd, el miembro 6 (también conocido como GIRK2 o Kir3.2) tal como por ejemplo GIRK2 humano que
corresponde al acido nucleico identificado en la base de datos de genes del NCBI con el numero de acceso U24660, el
miembro 9 (también conocido como GIRK3 o Kir3.3) tal como por ejemplo GIRK3 humano que corresponde al acido
nucleico identificado en la base de datos de genes del NCBI con el nimero de acceso U52152, el miembro 5 (también
conocido como GIRK4 o Kir3.4) tal como por ejemplo GIRK4 humano que corresponde al acido nucleico identificado en
la base de datos de genes del NCBI con el nimero de acceso U39195, el miembro 2 (también conocido como IRK1 o
Kir2.1) tal como por ejemplo IRK1 humano que corresponde al acido nucleico identificado en la base de datos de genes
del NCBI con el nimero de acceso U24055 y el miembro 4 (también conocido como IRK3 o Kir2.3) tal como por ejemplo
IRK3 humano que corresponde al acido nucleico identificado en la base de datos de genes del NCBI con el numero de
acceso U07364.

Los acidos nucleicos adecuados capaces de dirigirse a GIRK incluyen, por ejemplo, las ribozimas y moléculas
antisentido descritas en W02005054848.

Esos acidos que se dirigen al ARNm de 5-HT+aR o la proteina 5-HT1aR, al ARNm o la proteina SERT, al ARNm o la
proteina TREK-1 o0 al ARNm o la proteina GIRK se acoplan preferiblemente a un agente de selectividad que es capaz
de unirse a un transportador de neurotransmisor presente en células donde se expresan 5-HT1aR, SERT, TREK-1 o
GIRK, es decir, una neurona dopaminérgica. Segun esto, los conjugados de la invencién comprenden un acido nucleico
especifico de 5-HT1aR, un acido nucleico especifico de SERT, un acido nucleico especifico de TREK-1 o un acido
nucleico especifico de GIRK que se acopla a un agente de selectividad capaz de unirse a un transportador de
serotonina, que puede ser un transportador de serotonina no selectivo (tal como un IRS o un IRSN) o, mas
preferiblemente, un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS).

En otra forma de realizacion, el acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invencion se dirige a sinucleina.

El término “sinucleina”, como se usa aqui, se refiere a un polipéptido de la familia de miembros de sinucleina que
contiene un motivo altamente conservado de alfa hélice de unién a lipidos con similitud a la clase A2 de dominios de
union a lipidos de las apolipoproteinas intercambiables y que son capaces de formar agregados intracelulares conocidos
como cuerpos de Lewy que aparecen en ciertas enfermedades neuronales tales como la enfermedad de Parkinson, la
enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de los cuerpos de Lewy. El término “sinucleina” se refiere a a-sinucleina, -
sinucleina o y-sinucleina. En una forma de realizacién preferida, los acidos nucleicos que forman parte de los
conjugados de la invencién son especificos para a-sinucleina.

Las secuencias de a-sinucleina humana, de rata, ratén y bovina se proporcionan en la base de datos SwissProt con los
numeros de acceso P37840, P37377, 055042 y Q3T0G8, respectivamente. De forma similar a los acidos nucleicos que
se dirigen al ADNc de 5-HT1aR, los acidos nucleicos especificos de a-sinucleina se pueden identificar o seleccionar
usando cualquier método descrito anteriormente y probar su capacidad de inducir una inhibicion sustancial en los
niveles del ARNm correspondiente o la proteina codificada por dicho ARNm. De esta manera, se pueden identificar
acidos nucleicos adecuados especificos de a-sinucleina como se ha descrito anteriormente midiendo los niveles del
ARNm de a-sinucleina o la proteina a-sinucleina en células que expresan a-sinucleina después de haber puesto en
contacto dichas células con el acido nucleico que se va a probar.

En una forma de realizacion preferida, los acidos nucleicos especificos de a-sinucleina se dirigen contra una region del
ADNCc de a-sinucleina humana. En otra forma de realizacion, el acido nucleico de la invencion se dirige al ARNm que
codifica un canal iénico que actia después de la accion del 5-HT14 como tal (en donde el acido nucleico actia mediante
apareamiento de bases con la diana) o al canal idnico que actua después de 5-HT1a (en donde el acido nucleico actua
como un aptamero uniéndose directamente e inhibiendo la actividad del polipéptido). Esos canales modulan la actividad
neuronal hiperpolarizando la membrana mediante la produccidon de una gran entrada de potasio. Este cambio en el
potencial de membrana inhibe la descarga neuronal. Al final esto interrumpira el efecto de inhibicion de 5-HTqa
presinaptico en presencia de altos niveles de serotonina. En una forma de realizacion preferida el canal idnico que actua
después de 5-HT1a es TREK-1.

Las regiones diana adecuadas en el ARNm de a-sinucleina incluyen, sin limitacion las descritas en WO07135426 (por
ejemplo acidos nucleicos y en particular ARNip que comprenden una secuencia seleccionada del grupo de ARNip como
se describen en W02006039253 tales como
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5-GGAAAGACAAAAGAGGUGTAT-3’ SEQ ID NO:16
5-GGAAAGACAAAAGAGGUGTAT-3’ SEQ ID NO:17
5-GGAGGAAUUUUAGAAGAGGATT-3’ SEQ ID NO:18
5-UGUUGGAGGAGCAGUGGUGATT-3’ SEQ ID NO:19
5-GGACCAGUUGGGCAAGAAUCTIT-3’ SEQ ID NO:20

u oligonucledtidos horquillados que tienen la secuencia
5-GATCCCCGGACCAGTTGGGCAAGAATTTCAAGAGAATTCTTGCCAACTGGTCCTTTTTGGAAA-3

y
5-CTAGTTTCCAAAAAGGACCAGTTGGGCAAGAATTCTCTTGAAATTCTTGCCCAACTGGTCCGGG-3’
que corresponden respectivamente a SEQ ID NO: 21y 22.

Otras secuencias de ARNip especificas de sinucleina son las descritas en US2008139799 (secuencias representadas
en el ejemplo XVII) y secuencias ARNip como se describen en WO2009079399 seleccionadas del grupo de:

5-GGUGUGGCAACAGUGGCUGAG-3' SEQ ID NO:23
5-AACAGUGGCUGAGAAGACCAA-3' SEQ ID NO:24
5-AUUGCAGCAGCCACUGGCUUU-3' SEQ ID NO:25
5-AAGUGACAAAUGUUGGAGGAG-3' SEQ ID NO:26
5-GAAGAAGGAGCCCCACAGGAA-3' SEQ ID NO:27
5-CGGGUGUGACAGCAGUAGCATT-3' SEQ ID NO:28
5-UCCUGACAAUGAGGCUUAUITAT-3' SEQ ID NO:29
5-U*CCUGACAAUGAGGCUUAUGT*dT-3' SEQ ID NO:30
5-CUACGAACCUGAAGCCUAACTAT-3' SEQ ID NO:31
5-C*UACGAACCUGAAGCCUAACT*dT-3' SEQ ID NO:32
5-C*UACGAACCUGAAGCCUAACT*dT-3' SEQ ID NO:33
5-CUAUUGUAGAGUGGUCUAUdTAT-3' SEQ ID NO:34
5-C*UAUGAGCCUGAAGC*UAAT*T-3' SEQ ID NO:35
5-C*UAUGAGCCUGAAGCCUAAT*T-3' SEQ ID NO:36

en donde * indica enlace fosforotiato, los nucledtidos subrayados indican una modificacion 2’-O-Me.

Esos estan preferiblemente acoplados a un agente de selectividad que es capaz de unirse a un transportador de
neurotransmisor presente en células en donde se expresa sinucleina. Segun esto, los conjugados de la invencion
comprenden un acido nucleico especifico de sinucleina que se acopla a un agente de selectividad capaz de mediar la
internalizacion en neuronas monoaminérgicas. Segun esto, los acidos nucleicos dirigidos al ARNm o proteina sinucleina
se acoplan a un agente capaz de fomentar la internalizacion de dicho acido nucleico en neuronas serotoninérgicas,
noradrenérgicas y/o dopaminérgicas. De esta manera, en una forma de realizacion preferida, el acido nucleico
especifico de sinucleina se acopla a un agente de selectividad para neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y
dopaminérgicas que se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacién de dopamina (IRD), un inhibidor de la
recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) (IRSND o triple bloqueador).

En otra forma de realizacion, el acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invencion se dirige a la 6xido
nitrico sintasa (NOS).

Como se usa aqui, “Oxido nitrico sintasa” o “NOS” significa una enzima natural que cataliza la sintesis in vivo de 6xido
nitrico. El 6xido nitrico (NO) se sintetiza a partir del grupo guanidino de L-arginina por una familia de enzimas
denominadas éxido nitrico sintasa (NOS). El término aplica a todas las isoformas de 6xido nitrico sintasa (NOS)
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encontradas en sistemas vivos e incluye, sin limitacion, la forma constitutiva de NOS, la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS), la 6xido nitrico sintasa neuronal (hNOS) y la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS).

Las secuencias de la iINOS humana, de rata, ratén, perro y bovina se proporcionan en la base de datos SwissProt con
los numeros de acceso P35228, Q06518, P29477, 062699 y Q27995, respectivamente. Las secuencias de la eNOS
humana, de rata, ratén y bovina se proporcionan en la base de datos SwissProt con los nimeros de acceso P29474,
Q62600, P70313 y P29473, respectivamente. Las secuencias de la nNOS humana, de rata, ratén y bovina se
porporcionan en la base de datos SwissProt con los nimeros de acceso P29475, P29476, Q9Z0J4 y P29473,
respectivamente.

Cualquier region en el ADNc de NOS puede ser diana siempre que produzca una inhibicion sustancial en los niveles del
ARNm correspondiente o la proteina codificada por dicho ARNm. De esta manera, se pueden identificar acidos
nucleicos especificos de NOS adecuados como se describe anteriormente midiendo los niveles del ARNm o proteina
NOS en células que expresan NOS después de poner en contacto dichas células con el acido nucleico que se va a
probar o determinando la actividad de NOS en células tratadas. Se puede medir la actividad de NOS por cualquier
método conocido en la técnica para determinar las actividades de iNOS, eNOS y nNOS segun sea el caso. Por ejemplo,
se puede determinar la actividad de NOS midiendo la conversiéon de [3H]-arginina a [3H] L-citrulina por un método
radiométrico o en la formacién de 6xido nitrico usando el método de Griess.

Los agentes silenciadores especificos de NOS incluyen, sin limitacion, los ARNip especificos de nNOS descritos en
WO08100591 obtenidos por los siguientes pares de polinucleodtidos:

- CAAAGAGATCGACACCATC (SEQ ID NO: 58) (sentido), GATGGTGTCGATCTCTTTGTT (SEQ ID NO:59)
(antisentido);

- CACGCATGTCTGGAAAGGC (SEQ ID NO:60) (sentido) y GCCTTTCCAGACATGCGTGTT (SEQ ID NO:61)
(antisentido);

- GGTCTATCCAATGTCCACA (SEQ ID NO:62) (sentido) y TGTGGACATTGGATAGACCTT (SEQ ID NO:63)
(antisentido)

- EI ARNip especifico de iNOS que tiene la secuencia 5-CCACCAGTATGCAATGAAT-3’ (SEQ ID NO:64)

- Los ARNip especificos de eNOS disponibles de Invitrogen (Carlsbad, CA) que tienen los numeros de
identificacion de oligo HSS 107326, HSS 107327 y HSS 107328

- Los ARNip especificos de iINOS descritos en la tabla 2 de Fang et al. (RNA, 2010, 16:1429-1435)

- Los ARNip especificos de iNOS que tienen las secuencias 5-ACAACAGGAACCUACCAGCTT-3' (SEQ ID
NO:65) (sentido) y 5-GCUGGUAGGUUCCUGUUGUTT-3' (SEQ ID NO:66) (antisentido).

Antisentido especificos de NOS ilustrativos y no limitantes adecuados para uso en la presente invencion incluyen:

- el oligonucledtido antisentido especifico de INOS que tiene la secuencia 5-ACAGCTCAGTCCCTTCACCAA-3’
(SEQ ID NO:67) como se describe en Grasso et al. (Exp. Biol. Med., 2003, 228:491-8).

- El oligonucledtido antisentido especifico de iINOS que tiene la secuencia 5-TTTGCCTTATACTGTTCC-3’ (SEQ
ID NO:68) como describen Hemmrich ef al. (Am. J. Physiol. Cell Physiol., 2003, 285: C489-C498).

- Los oligonucleétidos antisentido especificos de INOS descritos en las tablas 1 y 2 en WO0152902.

- Las moléculas antisentido especificas de iINOS descritas en la tabla 1 de Fang et al. (RNA, 2010, 16:1429—
1435)

Los agentes silenciadores especificos de NOS preferiblemente se acoplan a un agente de selectividad que es capaz de
unirse a un transportador de neurotransmisor presente en células en donde se expresa NOS. Segun esto, los
conjugados de la invencion comprenden un acido nucleico especifico de NOS que esta acoplado a un agente de
selectividad capaz de mediar la internalizacion en neuronas monoaminérgicas. Segun esto, los acidos nucleicos
dirigidos al ARNm o proteina sinucleina estan acoplados a un agente capaz de fomentar la internalizacién de dicho
acido nucleico en neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y/o dopaminérgicas. De esta manera, en una forma de
realizacion preferida, el acido nucleico especifico de sinucleina esta acoplado a un agente de selectividad para
neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas que se selecciona del grupo de un inhibidor de la
recaptacion de dopamina (IRD), un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) (IRSND o triple
bloqueador).

En otra forma de realizacion, el acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invenciéon se dirige al
transportador de noradrenalina.
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El término “transportador de noradrenalina”, “NAT”, “transportador de norepinefrina” o “NET” se usan aqui
indistintamente para referirse a un transportador de monoaminas que transporta los neurotransmisores norepinefrina
(noradrenalina) y dopamina desde la sinapsis de vuelta a sus vesiculas para su almacenamiento hasta su posterior uso.
NET tiene 617 aminoacidos de longitud, contiene 12 dominios transmembrana que esta codificada por el gen SLC6A2.

Se proporcionan las secuencias de los transportadores de norepinefrina humano, de perro (Canis familiaris), chimpancé
(Pan troglodytes), vaca (Bos taurus), rata (Rattus norvegicus) y ratén (Mus musculus) en la base de datos del NCBI con
los numeros de acceso P23975, XM_544398.2, XM_001167680.1, NM_174608.2, NM_031343.1 y NM_009209.2,
respectivamente. Cualquier region del ADNc de NET puede ser diana siempre que produzca una inhibicién sustancial en
los niveles del ARNm correspondiente o la proteina codificada por dicho ARNm. De esta manera, los acidos nucleicos
especificos de NET adecuados se pueden identificar como se ha descrito anteriormente midiendo los niveles del ARNm
o la proteina NET en células que expresan NET después de haber puesto en contacto dichas células con el acido
nucleico a probar.

Los acidos nucleicos adecuados especificos de NET incluyen, sin limitacion, cualquier ARNi especifico de SLC6A2 tales
como los ARNi disponibles de Invitrogen con los niumeros de acceso HSS109852, HSS109853 y HSS185858.

En otra forma de realizacion, el acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invencion se dirige a dopamina-
B-hidroxilasa.

El término “dopamina-f-hidroxilasa”, como se usa aqui, se refiere a un polipéptido que es capaz de convertir dopamina
en norepinefrina.

Se proporcionan las secuencias de la dopamina-B-hidroxilasa humana, de rata, ratén y bovina en la base de datos de
proteinas del NCBI con los numeros de acceso NP_000778, NP_037290, NP_620392 y NP_851338, respectivamente.
De forma similar a los acidos nucleicos que se dirigen a otros acidos nucleicos segun la invencion, cualquier region del
ADNc de dopamina-B-hidroxilasa puede ser diana siempre que produzca una inhibicién sustancial del ARNm
correspondiente o la proteina codificada por dicho ARNm. De esta manera, los acidos nucleicos adecuados especificos
de dopamina-B-hidroxilasa se pueden identificar como se ha descrito anteriormente midiendo los niveles del ARNm o la
proteina dopamina-B-hidroxilasa en células que expresan dopamina-f3-hidroxilasa después de haber puesto en contacto
dichas células con el acido nucleico que se va a probar.

Los acidos nucleicos adecuados especificos de dopamina-B-hidroxilasa incluyen, sin limitacion, el acido nucleico
descrito en W0O2008019159 que tiene la secuencia

5-GACCACGUACUGGUGCUACAUTA-3’ (SEQ ID NO:37)

Asi como los acidos nucleicos especificos de dopamina-B-hidroxilasa comercialmente disponibles tales como el ARNip
especifico de dopamina-B-hidroxilasa de Santa Cruz Biotechnology (n.° de catalogo sc-35180), de Invitrogen (n.° de
catalogo HSS175953, HSS175954 y HSS175955), de Abnova (n.° de catalogo H00001621-R01), Applied Biosystems
(ARNip id s3946, s3947 y s3945).

Esos acidos nucleicos dirigidos al ARNm o la proteina de dopamina-f-hidroxilasa estan preferiblemente acoplados a un
agente de selectividad que es capaz de unirse a un transportador de neurotransmisor presente en células en donde se
expresa dopamina-B-hidroxilasa y en donde se requiere un descenso en la dopamina-f-hidroxilasa para compensar por
una deficiencia en neurotransmisor que produce una afeccion patoldgica determinada. Segun esto, los conjugados de la
invencion comprenden un acido nucleico especifico de dopamina-B-hidroxilasa que esta acoplado a un agente de
selectividad capaz de unirse a un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina (IRN).

En otra forma de realizacién, e acido nucleico que forma parte de los conjugados de la invencién es especifico para
BAX. El término “BAX” o “proteina X asociada a BCL-2” como se usa aqui, se refiere a un miembro de la familia
preapoptética BCL-2 cuya activacion implica translocacion subcelular y dimerizacion. En células viables, una parte
sustancial de la proteina X asociada a BCL-2 es monomérica y se encuentra en el citosol o laxamente asociada con
membranas. Después de un estimulo de muerte, la proteina X asociada a BCL-2 monomeérica citosolica se transloca a
la mitocondria donde se vuelve una proteina integral de membrana, entrecruzable. La capacidad de la proteina X
asociada a BCL-2 de formar diferentes poros de membrana conductores de iones puede ser, en parte, responsable de
la disfuncién mitocondrial que produce muerte celular (Korsmeyer et al., Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol., 1999, 64,
343-350; Korsmeyer et al., Cell Death Differ., 2000, 7, 1166-1173). El término “BAX” se refiere a cualquier variante de
ayuste de la misma, incluyendo BAX-alfa (numero de acceso de GenBank L22473), BAX-beta (numero de acceso de
GenBank NM004324)), BAX-gamma (Oltvai et al., Cell, 1993, 74, 609-619), BAX-delta (nUmero de acceso de GenBank
AI382305) (Apte et al., Genomics, 1995, 26, 592-594), BAX-omega (numero de acceso de GenBank AF008196) (Zhou
et al., J. Biol. Chem., 1998, 273, 11930-11936) y BAX-épsilon (numero de acceso de GenBank AF007826) (Shi et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1999, 254, 779-785). Se divulgan y reivindican las secuencias de nucleétidos que
codifican BAX-alfa, BAX-beta y BAX-gamma en las patentes de EE UU n.”® 5691179 y 5955595. Se divulgan y
reivindican las secuencias de nucledtidos que codifican BAX-omega en la patente de EE UU n.° 6140484 y la
publicacion PCT correspondiente WO 97/01635. En la patente de EE UU n.° 6140484 también se divulga un
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oligonucledtido antisentido 22-mero dirigido contra la uniéon exén5/intrén5 de BAX-omega humana.

Los acidos nucleicos adecuados especificos de BAX para su uso en los conjugados segun la presente invencion
incluyen:

- La secuencia 5-UCGAUCCUGGAUGAAACCCtg-3’ (SEQ ID NO: 38) (como se describe en CN101255422),

- Oligonucledtidos antisentido dirigidos a las bases 83-102 y 103-122 de BAX humana como se describe en
(Manfredini et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev., 1998, 8, 341-350) y neutrdfilos (Dibbert et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 1999, 96, 13330-13335).

- Cualquiera de las secuencias divulgadas en US20040077583 (tablas 1y 3).

Esos acidos nucleicos dirigidos al ARNm o la proteina bax estan preferiblemente acoplados a un agente de selectividad
que es capaz de unirse a un transportador de neurotransmisor presente en células en donde se expresa BAX. Segun
esto, los conjugados de la invencion comprenden un acido nucleico especifico de BAX que esta acoplado a un agente
de selectividad capaz de mediar la internalizacién en neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas. De
esta manera, el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina (IRD) o
un inhibidor de la recaptacién de norepinefrina-dopamina (IRND) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador).

En otra forma de realizacion, los acidos nucleicos de los conjugados de la invencién se dirigen al ARNm o proteina de la
proteina asociada a microtubulos tau. El término “tau” se refiere a cualquier proteina de la familia de proteina tau
incluyendo, pero no limitada a, monémero de proteina tau nativa, proteinas precursoras de tau, péptidos tau,
intermedios de tau, metabolitos y derivados de tau de cualquier origen incluyendo humano (P10636), de perro
(XM_844939), chimpancé (NM_001009068.1), raton (Z12133), pez cebra (BI1981282.1) y C. elegans (NM_001027407.2)
y que son capaces de sufrir hiperfosforilacion que produce el autoensamblaje de ovillos de filamentos helicales y
filamentos lineales apareados, que también estan implicados en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y otras
patologia de tau.

Los acidos nucleicos adecuados especificos de tau incluyen, sin limitacion:

- los ARNip descritos en WO2005118858 que tienen las secuencias

5-AATCACACCCAACGTGCAGAA-3' (SEQ ID NO:39)
y
5-AACTGGCAGTTCTGGAGCAAA-3’ (SEQ ID NO:40)

- los ARNip descritos en US2004241854 que tienen las secuencias

Hebra sentido SEQ ID NO: Hebra antisentido SEQ ID NO:
TCGAAGTGATGGAAGATCACGC 41 CTTCACTACCTTCTAGTGCGAC 42
CAGCCGGGAGTCGGCAAGGTGC 43 CGGCCCTCAGCCCTTCCACGTC 44
ACGTCCTCGGCGGCGGCAGTGTGC 45 CAGGCGCCTGCGGCGTCACACGTT 46
ACGTCTCCATGGCATCTCAGC 47 TTGCTGAGATGCCATGGAGAC 48
GTGGCCAGATGGAAGTAAAATC 49 CCGGTCTACCTTCATTTTAGAC 50
GTGGCCAGATGCAAGTAAAATC 51 CCGGTCTACGTTCATTTTAGAC 52

- los acidos nucleicos antisentido especificos de tau descritos por Caceres et al. (J. Neuroscience, 1991,
11:1515-1 523 que tienen las secuencias:

GGTTCAGCCATGCTGCTTCAAAGCC SEQ ID NO:53
y
TGATAATCGACAGGAGGCGAGGACA SEQ ID NO:54

Esos acidos nucleicos dirigidos al ARNm o la proteina tau estan preferiblemente acoplados a un agente de selectividad
que es capaz de unirse a un transportador de neurotransmisor presente en células en donde se expresa tau. Segun
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esto, los conjugados de la invencién comprenden un acido nucleico especifico de tau que esta acoplado a un agente de
selectividad capaz de mediar la internalizacion en neuronas monoaminérgicas, en particular, neuronas serotoninérgicas,
noradrenérgicas y dopaminérgicas. El agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion
de dopamina (IRD) o un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) o un inhibidor de la recaptacion
de serotonina-norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador).

En otra forma de realizacion, los acidos nucleicos de la invencion se dirigen al ARNm o proteina huntingtina. El término
“huntingtina” se refiere a una proteina de 350 kDa de funcion desconocida con el nimero de acceso en la base de datos
UniPortKB P42858 asi como proteinas codificadas por la secuencia de acido nucleico depositado con el numero de
acceso L12392 y ortélogos del mismo encontrados en perro (nimero de acceso de NCBI XP_536221.2), chimpancé
(numero de acceso de NCBI XP_517080.2), vaca (numero de acceso de NCBI XP_871851.2), rata (nUmero de acceso
de NCBI XP_573634.1) o ratén (nimero de acceso de NCBI NP_034544.11) asi como variantes de las mismas
resultantes de la expansion de repeticiones CAG (CAG6-37 en la proteina salvaje a repeticiones CAG35-121 en la
proteina mutante). La expansion CAG resulta en la produccion de una proteina mutante que contiene una expansion en
el tramo de poliglutamina en la proteina huntingtina.

Los acidos nucleicos adecuados especificos de huntingtina incluyen, sin limitacion, los oligonucleétidos antisentido
descritos en las tablas 4 y 5 en US2008039418A asi como en las tablas 1, 2, 7, 8, 9 y 10 en US7320965, el ARNip
descrito en US2005042646A y que tiene la secuencia

5-AAGAGGAGGAGGCCGACGCCC-3’ (SEQ ID NO:55)

Esos acidos nucleicos dirigidos al ARNm o la proteina huntingtina estan preferiblemente acoplados a un agente de
selectividad que es capaz de unirse a un transportador de neurotransmisor presente en células en donde se expresa
huntingtina. Segun esto, los conjugados de la invencion comprenden un acido nucleico especifico de huntingtina que
esta acoplado a un agente de selectividad capaz de mediar la internalizacion en neuronas monoaminérgicas, en
particular neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas. El agente de selectividad se selecciona del
grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina (IRD), o un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina
(IRND) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina-dopamina (IRSND o triple bloqueador).

Las combinaciones adecuadas de agentes de selectividad y acidos nucleicos segun la presente invencion se resumen
en la tabla |

Transportador de
neurotransmisor

Agente de selectividad Acido nucleico diana del oligonucleétido

SERT ISRS (sertralina) 5-HT1a
SERT ISRS (sertralina) SERT

SERT ISRS (sertralina) 5-HT+g
SERT ISRS (sertralina) TREK-1

DAT, SERT o NET IRSDN (triple bloqueador) o Alfa-sinucleina

IRDN (Nomifensina)

DAT, SERT o NET DAT, SERT o NET IRSDN
(triple bloqueador) o IRDN

(Nomifensina)

NOS (iNOS, eNOS o nNOS)

DAT, SERT o NET

IRSDN (triple bloqueador) o
IRDN (Nomifensina)

BAX

IRDN (Nomifensina)

NET IRN (Reboxetina) Dopamina-beta-hidroxilasa
NET IRN (Reboxetina), IRSDN, NET
IRDN
DAT, SERT o NET IRSDN (triple bloqueador) o Tau
IRDN (Nomifensina)
DAT, SERT o NET IRSDN (triple bloqueador) o Huntingtina
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A.3. Regiones enlazadoras de los conjugados de la invencién

El acido nucleico y el agente de selectividad pueden estar acoplados directamente. Sin embargo, se prefiere que ambos
grupos estén unidos mediante un grupo conector.

Los términos “grupo conector” y “enlazador” y equivalentes gramaticales de los mismos se usan aqui para referirse a un
grupo organico que une dos partes de un compuesto. El agente de selectividad se puede unir a cualquier nucleétido
sentido o antisentido en el acido nucleico, pero se puede acoplar preferiblemente a través del nucleétido 3’ terminal y/o
el nucledtido 5’ terminal. Un conjugado interno puede estar unido directa o indirectamente a través de un enlazador a
una posicion 2’ del grupo ribosa o a otra posicion adecuada.

En el caso en donde el acido nucleico sea un acido nucleico bicatenario, el conjugado se puede unir al nucleétido 3’
terminal sentido, al nucledtido 5’ terminal sentido, al nucledtido 3’ terminal antisentido y/o al nucleétido 5" antisentido.

Aunque sin querer estar limitado por definiciones o convenciones, en esta solicitud la longitud del enlazador se describe
contando el numero de atomos que representan la distancia mas corta entre el atomo que une el grupo del conjugado al
enlazador y el atomo de oxigeno del grupo fosfato terminal asociado con el oligonucleétido a través del cual el enlazador
se une al oligonucleétido. En casos donde el enlazador comprende una o mas estructuras de anillo, se prefiere contar
los atomos alrededor del anillo que representa el camino mas corto.

Los grupos enlazadores adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, sin limitacion, nucleétidos
modificados o sin modificar, nucleésidos, polimeros, azlcares, hidratos de carbono, polialquilenos, tales como
polietilenglicoles 'y polipropilenglicoles, polialcoholes, polipropilenos, mezclas de etilen- y propilenglicoles,
polialquilaminas, poliaminas tales como polilisina y espermidina, poliésteres tales como poli(acrilato de etilo),
polifosfodiésteres, alifaticos y alquilenos. Ademas, se pueden aplicar enlazadores/quimicas de enlazadores que se
basan en omega-amino-1,3-dioles, omega-amino-1,2-dioles, hidroxiprolinoles, omega-amino-alcanoles, dietanolaminas,
omega-hidroxi-1,3-dioles, omega-hidroxi-1,2-dioles, omega-tio-1,3-dioles, omega-tio-1,2-dioles, omega-carboxi-1,3-
dioles, omega-carboxi-1,2-dioles, co-hidroxi-alcanoles, omega-tio-alcanoles, omega-carboxi-alcanoles,
oligoetilenglicoles funcionalizados, alil amina, acido acrilico, alcohol alilico, propargil amina, alcohol propargilico y mas,
en este contexto para generar enlazadores de la longitud apropiada.

Los enlazadores también pueden conferir otras propiedades deseables al conjugado de oligonucleétido, solubilidad
acuosa mejorada, distancia dptima de separacion entre el grupo conjugado y el oligonucleétido, flexibilidad (o falta de la
misma), orientacion especifica, ramificacion y otras.

Preferiblemente, dicho grupo conector tiene la siguiente estructura
O
H H
N N
n
p kK ' /m
O O

en donde m, ny p se seleccionande 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12y 13,
en donde la suma de m+n+p es un nimero entero seleccionado de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,17y 18y

endondekes0o 1.

En una forma de realizacion preferida, p es 5, nes 2, k es 1 y m es 6 lo que da un enlazador que tiene la estructura:

@] @]
)J\ H (CH,)
2)6
(CH2>5/ ”/ ™~
@]

En otra forma de realizacién preferida, p es 5, ny k son 0 y m es 6 lo que da un enlazador que tiene la estrutura:
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(@)
)J\ N (CHy)
2)6
CHpg T o~
(@)

En una forma de realizacion particular, el enlazador comprende mas de un acoplamiento para el agente de selectividad.
En una forma de realizacion preferida, el enlazador es un enlazador bivalente o trivalente, es decir, se pueden acoplar 2
0 3 moléculas de agente de selectividad, respectivamente.

En el caso en donde se acopla mas de una molécula de agente de selectividad al acido nucleico a través de un
enlazador, dichas moléculas pueden representar el mismo o diferentes agentes de selectividad.

En una forma de realizacion particular, el enlazador bivalente o trivalente tiene la siguiente férmula:

0 0
)J\@/H H I
N N 0—P—0
" W |
p Kk +/m 0
o) o) ©
0 0
)k@/H I
N —pP—
. " W |
P 0
(e} © o
0 0
)k@/n Iu X!
; WW "y
S
0 0
)kﬁ/'ﬂ IU x2
- W W (|) \ﬁr/
S
i I
)Lﬁd/ W — P
- S
)

en donde

m,m’,m”’,n,n,n",p,p,p’,r,r,r’,s,s, s’ tyuse seleccionan independientemente de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11,12y 13;

k, k', k” y v se seleccionan independientemente de 0y 1; y
X1, X2 y X3 se seleccionan independientemente de CHy, O, S, NH, CO, C(O)O y C(O)NH.

Dependiendo de los valores de los grupos mencionados anteriormente, los enlazadores ramificados pueden ser
simétricos o asimétricos.

En una forma de realizacion particular, el enlazador es un enlazador bivalente como se muestra anteriormente en donde
pyp son5 nynison2 kyk son1ymym’ son 6. En una forma de realizacion particular, el enlazador es un
enlazador bivalente en donde py p’son 5,n,n’, ky k son0y my m'’ son 6.
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En una forma de realizacién particular, el enlazador es un enlazador bivalente como se muestra anteriomente en donde
ryrsond,sys soni tyvson0yX'yX? representan C(O)NH. En otra forma de realizacion, el enlazador es un
enlazador bivalente en donderes 2,res0,ses 1,s’es0,tyvsonQOy X' y X2 representan CHa.

En una forma de realizacion partlcular el enlazador es un enlazador bivalente en donde py p’son5,nyn’son 2, kyk’
son1,mym’'son6,ryrson4,sys soni, tyvson0yX'yX?representan C(O)NH.

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador bivalente endonde pyp’son 5, nyn’son2, kyk’son1, my
m’'son6,res2,res0,ses1,s esO, tyvsonOyX yX representan CHa.

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador bivalente en donde pyp’son5,n,n’, kyk’son0ymym’
sonB,ryrson4,sys soni, tyvson0yX'yX?representan C(O)NH.

En otra forma de realizacion el enlazador es un enlazador bivalente en donde py p’son 5, n,n, kyk'son0ymym’
son6,res2,res0,ses1,s es0, tyvsonOyX yX representan CHa.

En una forma de realizacion particular, el enlazador es un enlazador trivalente como se muestra anteriormente en donde
p,pPyp’son5 n,nyn’son2k k'yk”son1ym,m ym”son 6. En una forma de realizacion particular, el enlazador
es un enlazador trivalente en donde p, p’y p”son 5, n, n’, n”, k, Ky k” son 0y m, m’y m” son 6.

En una forma de reallzaC|on particular, el enlazador es un enlazador trivalente como se muestra anteriormente en donde
r,ryr'son3,s,s’ys’”son1,tes 1, v esOy X', X y x? representan O. En otra forma de reallza0|on el enlazador es un
enlazador trivalente endonder,ryr’son 3,s,s'ys”’son1,tes1,ues3,ves 1y X', X? y x? representan O.

En una forma de realizacion partlcular el enlazador es un enlazador trivalente en donde p p'yp’son5,n,nyn”son2,
k,Kyk’son1, m,mym”son6,r,ryr'son3,s,s'ys’son1,tes1,ves0yX' X*yX° representan O.

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador trivalente en donde p, p’yp’son5,n,nyn’son2k,kyk”’
son1,m,mym”son6,r,ryr'son3,s,sys’son1,tes1,ues3,ves1yX, Xy X representan O.

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador trlvalente en donde p,pyp’son5,n,n,n", k kyk”sonO0,
m,mym”son6,r,ryr’son3,s,s’ys’son1,tes1, vesOyX X2 yX representan O.

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador trivalente en donde p, p'yp’son5,n,n,n’, k kyk”sonO0,
m,mym”son6,r,ryr'son3,s,syssonites1,ues3 ves1yX' X*yX®representan O.

A.4. Grupos de direccionamiento de los conjugados de la invencién

Otra modificacion de los conjugados de la invencion implica unir quimicamente al acido nucleico o al grupo protector uno
0 mas grupos o conjugados que aumentan la actividad, distribucién celular o absorcion celular del acido nucleico. Tales
grupos incluyen pero no estan limitados a grupos lipidicos tales como un grupo colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl.
Acid. Sci. USA, 199, 86, 6553-6556), acido cdlico (Manoharan et al., Biorg. Med. Chem. Let., 1994 4 1053-1060), un
tioéter, por ejemplo, beril-S-tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N.Y. Acad. Sci., 1992, 660, 306-309; Manoharan et al., Biorg.
Med. Chem. Let., 1993, 3, 2765-2770), un tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res., 1992, 20, 533-538), una
cadena alifatica, por ejemplo, residuos de dodecanodiol o undecilo (Saison-Behmoaras et al., EMBO J, 1991, 10, 1111-
1118; Kabanov et al., FEBS Lett., 1990, 259, 327-330; Svinarchuk et al., Biochimie, 1993, 75, 49-54), un fosfolipido, por
ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de trietil-amonio (Manoharan et al.,
Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654; Shea et al., Nucl. Acids Res., 1990, 18, 3777-3783), una poliamina o una
cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides and Nucleotides, 1995, 14, 969-973), o acido acético
adamantano (Manoharan et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36, 3651-3654), un grupo palmitilo (Mishra et al., Biochim.
Biophys. Acta, 1995, 1264, 229-237), o un grupo octadecilamina o hexilamino-carboniloxicolesterol (Crooke et al., J.
Pharmacol. Exp. Ther., 1996, 277, 923-937).

De forma alternativa, el grupo capaz de aumentar la distribucion celular puede ser un compuesto de bajo peso molecular
o un polipéptido que es capaz de ser translocado especificamente a través de barreras bioldgicas mediante el uso de
endocitosis mediada por receptor usando transportadores especificos presentes en dichas barreras bioldgicas. En la
técnica se conocen una amplia gama de receptores y transportadores de captacion, con un numero incluso mas amplio
de ligandos especificos de receptor. Los ligandos preferidos para receptores que median endocitosis y/o transcitosis
para su uso segun la presente invencion incluyen, por ejemplo, ligandos para, o que se unen especificamente al
transportador de tiamina, receptor de folato, receptores de vitamina B12, receptores de asialoglicoproteina, receptor de
alfa(2,3)-sialoglicoproteina (con por ejemplo, los nanocuerpos FC5 y FC44 que consisten en anticuerpos de dominio
Unico de llama (sdAc) como ligandos especificos de receptores), receptores de transferrina-1 y -2, receptores
depuradores (clase A o B, tipos |, Il o lll o CD36 o CD163), receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL), receptor
de la proteina 1 relacionada con LDL (LRP1, tipo B), el receptor LRP2 (también conocido como megalina o glicoproteina
330), receptor de la toxina de la difteria (DTR, que es el precursor unido a membrana del factor de crecimiento similar al
factor de crecimiento epidérmico que se une a heparina (HB-EGF)), receptor de insulina, receptores de factores de
crecimiento insulinoides (IGF), receptores de leptina, receptor de sustancia P, receptor de glutation, receptores de
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glutamato y receptor de manosa-6-fosfato.

Los ligandos preferidos que se unen a estos receptores para su uso segun la presente invencion incluyen, por ejemplo,
ligandos seleccionados del grupo que consiste en; lipoproteina lipasa (LPL), alfa2-macroglobulina (alfa2M), proteina
asociada a receptor (RAP), lactoferrina, desmoteplasa, activador de plasmindégeno de tipo tisular y uroquinasa
(tPA/UPA), inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-I), complejos tPA/UPA:PAI-I, melanotransferrina (o P97),
trombospondina 1y 2, lipasa hepatica, inhibidor de la via factor Vlla/factor tisular (TFPI), factor Vllla, factor 1Xa, Abetal-
40, proteina precursora del beta amiloide (APP), inhibidor C1, complemento C3, apolipoproteina E (apoE), exotoxina A
de pseudomonas, CRM66, proteina Tat de VIH-I, rinovirus, metaloproteinasa 9 de matriz (MMP-9), MMP-13
(colagenasa-3), proteina activadora de esfingolipidos (SAP), proteina de la zona de gestacion, antitrombina Ill, cofactor
de heparina Il, alfat-antitripsina, proteina de choque térmico 96 (HSP-96), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), apolipoproteina J (apoJ o clusterina), ABETA unida a apoJ y apoE, aprotinina, angio-pep1, lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL), transferrina, insulina, leptina, un factor de crecimiento insulinoide, factores de crecimiento
epidérmicos, lectinas, peptidomiméticos y/o anticuerpos monoclonales humanizados o péptidos especificos para dichos
receptores (por ejemplo, las secuencias HAIYPRH y THRPPMWSPVWP que se unen al receptor de transferrina
humana o un anticuerpo monoclonal anti-receptor de transferrina humana (TfR) A24), hemoglobina, parte no téxica de
una cadena polipeptidica de la toxina de la difteria, toda o parte de la cadena B de la toxina de la difteria (incluyendo
DTB-His (como se describe en Spilsberg et al., 2005, Toxicon., 46(8):900-6)), todo o parte de un mutante no téxico de la
toxina de la difteria CRM197, apolipoproteina B, apolipoproteina E (por ejemplo, después de unirse a recubrimiento
polisorb-80 en nanoparticulas), proteina de unién a vitamina D, proteina de union a vitamina A/retinol, proteina
transportadora en plasma de vitamina B12/cobalmina, glutation y transcobalamina-B12.

A.5. Grupos protectores

Los acidos nucleicos que forman parte de los conjugados de la invencién se tienen que conservar de factores de
degradacion, tales como nucleasas (endo/exonucleasas), durante su transporte a través de los diferentes liquidos y
compartimentos del organismo. Con este fin, los oligonucledtidos se disefian para resistir la digestion enzimatica y para
mejorar la estabilidad y biodisponibilidad in vivo del oligonucleétido. Preferiblemente, los acidos nucleicos se modifican
quimicamente mediante la presencia de un grupo que previene la degradacion mediada por nucleasas.

Para los fines de la presente invencion, “estructura de proteccion” o “grupo protector” se debe entender que significa
modificaciones quimicas, que se han incorporado a cualquier extremo del oligonucleétido. Ejemplos no limitantes del 5'-
protector incluye residuos abasicos invertidos (grupo), 4’',5-metilen nucleétido, 1-(beta-D-eritrofuranosil) nucledtido, 4'-tio
nucledtido, nucledtido carbociclico; 1,5-anhidrohexitol nucleétido; L-nucledtidos; alfa-nucleétidos; nucledtido de base
modificada; enlace fosforoditioato; treo-pentofuranosil nucledtido; 3’,4’-seco nucledtido aciclico; 3,4-dihidroxibutil
nucledtido aciclico; 3,5-dihidroxipentil nucledtido aciclico, grupo de nucleétido 3’-3-invertido; grupo abasico 3-3'-
invertido; grupo nucledtido 3'-2-invertido; grupo abasico 3’-2’-invertido; 1,4-butanodiol fosfato; 3'-fosforamidato;
hexilfosfato; aminohexil fosfato; 3'-fosfato; 3’-fosforotioato; fosforoditioato; o grupo metilfosfonato con puente o sin
puente. Los detalles se describen en WO97/26270, incorporado aqui mediante referencia. El 3'-protector incluye, por
ejemplo, 4’,5-metilen nucledtido; 1-(beta-D-eritrofuranosil) nucleétido: 4’-tio nucleétido, nucledtido carbociclico; 5'-
amino-alquil fosfato; 1,3-diamino-2-propil fosfato, 3-aminopropil fosfato; 6-aminohexil fosfato; 1,2-aminododecil fosfato;
hidroxipropil fosfato; 1,5-anhidrohexitol nucleétido; L-nucleétido; alfa-nucledtido; nucleétido de base modificada;
fosforoditioato; treo-pentofuranosil nucleétido; 3’,4-seco nucleétido aciclico; 3,4-dihidroxibutil nucleétido; 3,5-
dihidroxipentil nucledtido, grupo de nucledtido 5’-5'-invertido; grupo abasico 5-5-invertido; 5-fosforamidato; 5'-
fosforotioato; 1,4-butanodiol fosfato; 5'-amino; 5-fosforamidato con puente y/o sin puente, fosforotioato y/o
fosforoditioato, metilfosfonato con puente o sin puente y grupos 5-mercapto. Véase también Beaucage e lyer, 1993,
Tetrahedron 49, 1925; el contenido del cual se incorpora aqui mediante referencia.

En una forma de realizacion preferida, la estructura de proteccién que se une a la secuencia de acido nucleico de los
conjugados de la invencion tiene la siguiente estructura general:

M-L1g-[(A-L2)a-(B-L3)p)c-
en donde:
M es H, un grupo lipidico o un grupo de direccionamiento como se ha definido anteriormente;

A y B representan unidades monoméricas seleccionadas independientemente del grupo que consiste en un
monosacarido y un alquilenglicol (C2-Cyo);

L1, L2 y L3 son compuestos enlazadores seleccionados independientemente del grupo que consiste en fosfodiéster,
fosforotioato, carbamato, metilfosfonato, guanidinio, sulfamato, sulfamida, formacetal, tioformacetal, sulfona, amida y
mezclas de los mismos;

a y b son numeros enteros que varian de 0 a 50;

C es un numero entero que varia de 0 a 30;
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d es un numero entero que es al menos 1.

Un grupo lipidico, como se usa aqui, se refiere a un grupo de compuestos organicos que tiene propiedades lipofilicas o
anfipaticas, incluyendo, pero no limitado a, grasas, grasas no volatiles, aceites esenciales, ceras, esteroides, esteroles,
fosfolipidos, glicolipidos, sulfolipidos, aminolipidos, cromolipidos (lipocromos) y acidos grasos. El término “lipido” abarca
lipidos tanto naturales como sintéticamente producidos. Los grupos lipidicos normalmente aumentan las propiedades
lipofilicas del oligonucledtido y facilitan la absorcién intracelular in vivo de la construccion de oligonucledtido. Los lipidos
adecuados que se pueden usar incluyen acidos grasos, grasas, aceites, ceras, colesterol, esteroles, vitaminas
liposolubles, tales como vitaminas A, D, E y K, monoglicéridos, diglicéridos y fosfolipidos. Los acidos grasos preferidos
son los seleccionados del grupo que consiste en acido lauroico (C12), acido miristico (C14), acido plamitico (C16), acido
estearico (C18), acido docosanoico (C22) e hibrido de acido litocdlico y oleilamina (litocdlico-oleilamina, C43). El experto
en la materia puede seleccionar el lipido segun las circunstancias considerando el tejido diana, la célula diana, la via de
administracion, la via que se espera que siga el oligonucleétido, etc.

El término “monosacarido”, como se usa aqui y es bien conocido en la técnica, se refiere a una forma sencilla de un
azucar que consiste en una Unica unidad de sacarido que no se puede descomponer mas a bloques o grupos
constituyentes de sacaridos mas pequefios. Los grupos azucar preferidos para este grupo de conjugacion se
seleccionan del grupo que consiste en furanosa, fructosa, glucosa, galactosa, manosa, un monosacarido modificado,
acido sialico y eritrosa y mezclas de los mismos. Los monosacaridos pueden estar en sus formas lineales o ciclicas
(isomeros hemiacetalicos ciclicos). La furanosa es cualquier azucar sencillo que contiene un anillo basado en furano de
cinco miembros, tal como una D-ribosa o un residuo de fructosa (D-(-)-fructofuranosa). Con la combinacién de los
monosacaridos, se pueden logar multiples estructuras de azucar. Los fructooligosacaridos (FOS) y los
galactooligosacaridos (GOS) son combinaciones de interés especial, asi como los disacaridos sacarosa o lactosa; o los
polisacaridos inulina, dextrina, almidén o glucégeno.

n oo«

Los términos “alquilenglicol”, “poli(alquilenglicol)’ y “6xido de alquileno”, como se usan aqui, abarcan una familia de
polimeros de poliéter que comparten la formula general -O-[(CH2)m-O-]-, en donde m representa el numero de grupos
metileno presentes en cada unidad de alquilenglicol y n representa el nimero de unidades de repeticion y por lo tanto
representa el tamafo o longitud del polimero. El término incluye, sin limitacion, etilenglicol, propilenglicol, dialquilenglicol
(por ejemplo, dietilenglicol), trialquilenglicol (por ejemplo, trietilenglicol) y glicoles tales como los correspondientes mono-
y dialquiléteres de los glicoles anteriormente mencionados, en donde los alquiléteres son alquiléteres inferiores que
tienen de 1 a 6 atomos de carbono (por ejemplo éter de metilo, etilo, propilo y similares).

En otra forma de realizacion, el grupo de la féormula (I) tiene una unidad monomeérica de alquilenglicol (C2-Cx), que
puede ser cualquier molécula lineal o ramificada de 2 a 20 atomos de carbono o, dependiendo de los valores de a y b,
un polimero de polialquilenglicol con varias unidades monoméricas de alquilenglicol (C2-Cy). Preferiblemente, el grupo
alquilenglicol se selecciona de alquilenglicol C4s-C2. AUn mas preferiblemente, el grupo alquilenglicol es un
alquilenglicol C1s.

Los grupos protectores adecuados para los conjugados de la presente invencion incluyen, sin limitacion:
M-L1¢-[(A-L2)a~(B-L3)b]c-

- PEG + Azlcar, que corresponde a la férmula anterior en donde M es H, d es 0, A es PEG, B es un azlcar, ay
b son cada uno 1y L1y L2 son enlaces fosfodiéster;

- PEG + (Azucar)2, que corresponde a la formula anterior en donde A es PEG, B es un azucar,aes 1,bes 2, M
esHydes0yL1yL2 son enlaces fosfodiéster;

- (PEG)2+ Azucar, que corresponde a la formula anterior en donde A es PEG, B es un azlcar,aes 2, bes 1, M
esHydes0yL1yL2 son enlaces fosfodiéster;

- (PEG)3+ Azucar, que corresponde a la formula anterior en donde A es PEG, B es un azlicar,aes 3,bes 1, M
esHydes0yL1yL2 son enlaces fosfodiéster;

- (PEG)5+ Azucar que corresponde a la formula anterior en donde A es PEG, B es un azlicar,aes 5,bes 1, M
esHydes0yL1yL2 son enlaces fosfodiéster.

Los términos “PEG” y “azucar” se usan esencialmente como se ha descrito anteriormente e incluyen furanosa como
azucar y un PEG seleccionado del grupo de espaciadores de C3, C9 y C18.

B. Estructura de los conjugados de la invencién

Los diferentes elementos de los conjugados segun la presente invencion se pueden organizar de diferentes maneras.
De este modo, el agente de selectividad se puede acoplar al extremo 5’ y/o al extremo 3’ del acido nucleico. Ademas, el
acido nucleico y el agente de selectividad pueden estar unidos directamente o pueden estar conectados por un
enlazador. De forma similar, el enlazador puede estar acoplado al extremo 5’ y/o al extremo 3’ del acido nucleico. De
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esta manera, en donde el acido nucleico de la invencién contiene una cadena Unica de acido nucleico, las posibles
organizaciones son:

- un acido nucleico que comprende un agente de selectividad unido al extremo 5’,
- un acido nucleico que comprende un agente de selectividad unido al extremo 3’,

- un acido nucleico que comprende un agente de selectividad unido al 5’ y un grupo protector unido al extremo 3’
y

- un acido nucleico que comprende un grupo protector unido al extremo 5’ y un agente de selectividad unido al
extremo 3.

- Un acido nucleico modificado que comprende un primer y segundo agentes de selectividad, dichos primer y
segundo agentes de selectividad son iguales o diferentes, ambos agentes de selectividad unidos a los dos
extremos de un enlazador bifuncional que esta unido al extremo 5’ del acido nucleico,

- Un acido nucleico modificado que comprende un primer y segundo agentes de selectividad, dichos primer y
segundo agentes de selectividad son iguales o diferentes, ambos agentes de selectividad unidos a los dos
extremos de un enlazador bifuncional que esta unido al extremo 3’ del acido nucleico,

- Un acido nucleico modificado que comprende cuatro agentes de selectividad, dichos agentes de selectividad
son iguales o diferentes, en donde dos de los agentes de selectividad estan unidos a ambos extremos de un
primer enlazador bifuncional que esta unido al extremo 5’ del acido nucleico y en donde dos de los agentes de
selectividad estan unidos a ambos extremos de un segundo enlazador bifuncional que esta unido al extremo 3’
del acido nucleico.

Ademas, el conjugado de la invencion puede contener mas de una cadena de acido nucleico que module la expresion
de la molécula diana. Por ejemplo, una construccion de esta invencidon puede contener hasta cinco acidos nucleicos
diferentes unidos en tandem mediante fosfodiésteres dirigidos a diferentes regiones de una molécula diana
determinada.

Ademas, en esos casos en donde el acido nucleico es un acido nucleico bicatenario, el agente de selectividad se puede
acoplar a la hebra sentido y/o antisentido y puede estar directamente acoplado o conectado por un grupo enlazador.

Los acidos nucleicos que forman parte de los conjugados de la invenciéon se tienen que proteger de factores de
degradacion, tales como nucleasas (endo/exonucleasas), durante su transporte a través de diferentes liquidos y
compartimentos del organismo. Con este proposito, los oligonucledtidos se disefian para resistir la digestion enzimatica
y para mejorar la estabilidad y biodisponibilidad in vivo del oligonucleétido. Las exonucleasas celulares usan extremos 5’
libres como dianas. De esta manera, en el caso de acidos nucleicos monocatenarios, el agente de selectividad puede
actuar como un grupo estabilizante cuando esta acoplado al 5 del acido nucleico. Sin embargo, en el caso de
conjugados que comprenden acidos nucleicos bicatenarios o un acido nucleico monocatenario en el que el agente de
selectividad esta unido al extremo 3’, el conjugado puede comprender ademas un grupo estabilizante o estructura
protectora que normalmente es un grupo que previene la degradacion del acido nucleico por la actividad de
exonucleasas. En el caso de acidos nucleicos bicatenarios, existen las siguientes posibles organizaciones:

[1] el agente de selectividad esta unido al extremo 5’ de una de las hebras, en cuyo caso es Util unir una estructura
protectora al extremo 5’ de la hebra opuesta. Ademas, también puede estar presente una estructura protectora
en uno o dos de los extremos 3'.

[2] el agente de selectividad esta unido al extremo 3’ de una de las hebras, en cuyo caso es Util unir una estructura
protectora a los extremos 5’ de las hebras sentido y antisentido. Ademas, una estructura protectora puede estar
presente en el extremo 3’ libre.

[3] El conjugado comprende mas de un agente de selectividad que puede ser el mismo o diferente en cuyo caso los
agentes de selectividad estan acoplados a los extremos 5’ de la hebra sentido y la antisentido. Opcionalmente,
una estructura protectora puede estar acoplada a uno o dos de los extremos 3’ libres.

En una forma de realizacion preferida, el acido nucleico es un ARN bicatenario en donde el agente de selectividad esta
unido al extremo 5’ de la hebra antisentido y el grupo protector esta unido al extremo 5 de la hebra sentido. En una
forma de realizacién aun mas preferida, el grupo protector tiene la estructura

M-L1-[(A-L2)a-(B-L3)s]e-

en donde M es H, d es 0, A es un espaciador de C18 de polietilenglicol, B es una furanosa,aes2,bycson1ylL2yL3
son enlaces fosfodiéster.

En una forma de realizacion preferida, el conjugado de la invencion comprende
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(i) al menos un agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transportador de
neurotransmisor en donde el agente de selectividad se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
la recaptacion de serotonina (IRS), un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS), un
inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina (IRSN) y

(i) un acido nucleico que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana en donde la molécula diana se
selecciona del grupo que consiste en el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a), el ARNm que codifica el
receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT14), la proteina transportadora de serotonina y el ARNm que codifica
el transportador de serotonina.

En una forma de realizacion mas preferida, el acido nucleico que es capaz de unirse especificamente al ARNm que
codifica el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a) comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4.

En una forma de realizacion aun mas preferida, el conjugado de la invencion tiene la estructura (l)

o) H
I N

3-OH-[Oligonuclestido}-O—P—0—()" WN
9 O O

(1
en donde
R1, R2, R3, R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo de C+-Cs;

X e Y se seleccionan independientemente de hidrogeno, halégeno, alquilo de C1-Cs, haloalquilo de C4-C3, OR®y SRb, en
donde R? y R® se seleccionan independientemente de alquilo de C1-Cs y arilo de Ce-Cro;

W se selecciona de hidrogeno, halégeno, CN, NO,, alquilo de C4-Cs, haloalquilo de C4-Cs, NR°Rd, SOzNReRf,
NRUSO,R", COzR’, en donde R%, R%, R®, R", R%, R"y R' se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo de C+-
Cs;

m, ny p se seleccionan de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 y 13, en donde la suma de m+n+p es un numero entero
seleccionado de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17y 18,y

en donde el oligonucledtido comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4.

En otra forma de realizacion, el conjugado de la invencion tiene la estructura:

0 0
(0] I H
. - ot PN NP N N\/\/\)J\ Me
3 -OH-[OIlgonucIeotldo]-O—IT’—O H/\/\”/ N
9 0 ;

° ()

Cl
Cl

en donde el oligonucledtido comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4.

En una forma de realizacion aun mas preferida, el conjugado de la invencion tiene la estructura (XIV)
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0 i
R J\Q/H (CHp)y—0~P—0~0ligonucledtido
~N
e s
Rz
X R, ©
W
= Ry
Rs
N
SN
(XIV)

en donde
R1, R2, R3, R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo de C+-Cs;

XeYse selecuonan independientemente de hidrégeno, halégeno, alquilo de C+-Cs, haloalquilo de C1-Cs, OR? y SR®, en
donde R? y R® se seleccionan independientemente de alquilo de C1-Cs y arilo de Ce-Cro;

W se selecciona de hldrogeno halogeno CN NO,, alquilo de C4-Cs, haloalquilo de C4-Cs, NRR SO,NR® R
NRUSO,R", COzR', en donde R%, R?, R®, R, R%, R"y R' se seleccionan independientemente de hidrégeno y anU|Io de Cy-
Cs;

m y p se seleccionan de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 y 13, en donde la suma de m+ p es un nimero entero
seleccionado de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17y 18y

en donde el oligonucledtido comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4.

En una forma de realizacion particular, el conjugado tiene la estructura

0] 0O

H [l
Me\NMNY(CH2)6—O—F|>—O—OIigonucIec')tido

o

Cl

en donde el oligonucledtido comprende una secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4.

En aun otra forma de realizacion preferida, el conjugado de la invenciéon comprende un acido nucleico bicatenario en
donde el extremo 5’ de la hebra sentido esta acoplado al grupo protector y el extremo 5’ de la hebra antisentido esta
acoplado al agente de selectividad. En donde el grupo protector tiene la estructura:

M-L1¢-[(A-L2)a~(B-L3)b]c-

en donde M es H, d es 0, A es un espaciador de C18 de polietilenglicol, B es una furanosa,aes 2,bycson1y L2y L3
son enlaces fosfodiéster y en donde el grupo protector es sertralina, el compuesto de la invencion tiene la estructura:

C18-fosfodiéster-C18-fosfodiéster-furanosa-fosfodiéster-hebra ARNa

42



ES 2 638 309 T3

hebra ARNs — enlace peptidico - sertralina

En una forma de realizacién ain mas preferida, el compuesto de la invencion tiene la estructura:

O
1}

I
CHs—ChHa~O—(CHy CHy 0)4=(CHy)z~ O~ P—0—(CHz);~ O (CHyCHz0)4=(CHp),~O—P—O0—CH, o OH

0]
Q

O
Il

|
o]
Q@

Ol
o CH,-OH
O—Fl’—O‘[Hebra antisentido] - 3'OH

0]
€]

O
I CHs

) |l H
3'OH [Hebra Sent'dei_o_':l’_o“(CHz-CHz-CH2)2—'H~C—(CH2)2—’C—N—(CHQ)E—-—c——[;j’

O
€]

1
O

L

Cl

En una forma de realizacién ain mas preferida, el compuesto de la invencion tiene la estructura:

O
[l

I
CHa—CHa=O—(CHy CHy 0)4(CHy);~ O~ P =0~ (CHy)2~ O (CHzCHz 0)4=(CHp);~O—P—O0—CH; o OH

@

Cl

En otra forma de realizacion, el conjugado tiene la siguiente estructura:

43

|
O]
]

ol
S CHy-OH

I
O—P—0~—[Hebra antisentido] - 3'OH

e}
H |l
Me\NMNY(CHZ)G_O_P_O_[HEbra sentido]-5'OH



ES 2 638 309 T3

@) @)
H [ _ -
N N (CHQ)m——O—F|>—O—[OI|gonucleot|do]—OH—3'
p Y
O
R
4\N \ ®)
T
Rs
R

(XIV)
en donde
R+ representa hidrégeno, un grupo alquilo inferior o un grupo bencilo
Rz representa hidrégeno, grupos metilo, cloro o flior
5 R2’ representa hidrogeno, metilo, metoxi, hidroxilo o atomos de halégeno
R3 y R4 representan hidrégeno, un grupo alquilo inferior
Rs representa hidrogeno, cloro o grupo metoxi en la posicifion 50 6 y
p es 2-6.
En una forma de realizacion aun mas preferida, el conjugado tiene la siguiente estructura

0

o]

H l _ _

N NW\/\/O—F|’—O—[Ol|gonucleét|do]-OH-3'
o

~ O (0]
o
10

En una forma de realizacién aun mas preferida, el oligonucleétido que forma parte de los conjugados definidos
anteriormente son capaces de unirse especificamente a una molécula diana seleccionada del grupo que consiste en:

=z

- dopamina-f-hidroxilasa,
15 - el ARNm que codifica dopamina-B-hidroxilasa,
- BAX
- el ARNm que codifica BAX,
- tau,
- el ARNm que codifica tau,
20 - huntingtina y

- el ARNm que codifica huntingtina.
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En el sentido de la invencion, el grupo protector de formula puede estar unido a los grupos 5-OH o 3-OH del
oligonucledtido por medio de un compuesto enlazador (denominado en el grupo de la féormula (I) como “L”™),
obteniéndose asi un conjugado-oligonucledtido. Las propiedades quimicas del oligonucleétido y el grupo de férmula (1)
permiten varias formas de realizacion.

Por ejemplo, es posible unir en una unica molécula de oligonucledtido un numero variable de grupos de férmula (1),
tipicamente de 2 a 4, dependiendo si el oligonucledtido es bicatenario o monocatenario siempre que la unién se haga a
través del 5-OH y/o 3-OH. También es posible que una cadena de varios grupos de férmula (I) se unan al
oligonucledtido, dichos grupos de férmula (1) estan unidos entre si por medio de compuestos enlazadores, tales como
los derivados de fosforamidita que producen un enlace fosfodiéster entre las moléculas y/o el oligonucleétido. Ademas,
la construccion de oligonucleétido puede contener una cadena de varios grupos de formula (l) unidos a un extremo del
oligonucledtido y otro grupo de féormula (1) unido al otro extremo del oligonucleétido.

Ademas, las construcciones de oligonucleoétido de la invencion pueden contener mas de un agente de direccionamiento,
distribuidos con todas las combinaciones posibles entre los extremos 5-OH y 3-OH de las dos hebras del
oligonucledtido o unidos al grupo de formula (I). Ademas, si hay mas de un agente de direccionamiento, estos pueden
estar unidos en tandem al grupo de férmula (1) y/o al oligonucledétido.

Si la construccién de oligonucledtido contiene mas de un agente de direccionamiento, son posibles diferentes
combinaciones. Por ejemplo, el grupo protector se puede unir a los grupos terminales 5-OH o 3'-OH de una de las
hebras del oligonucleétido. Otra combinacion posible incluye un farmaco unido al grupo 5-OH de una hebra del
oligonucledtido y una serie de aptameros unidos a la unidad terminal del grupo de férmula (1) que se une a la otra hebra
del oligonucledtido.

C. Composiciones farmacéuticas de la invencion

Los inventores han encontrado que los conjugados de la invencion tienen la capacidad de modular la expresion del
acido nucleico que es diana de las secuencias de acido nucleico de los conjugados. Por ejemplo, en el caso de
conjugados que comprenden un acido nucleico especifico para el 5-HT1aR presinaptico, cuando la construccion se
administra a un sujeto, puede inducir de forma eficaz un silenciamiento especifico de 5-HT1aR en los nucleos del rafe
del mesencéfalo de los sujetos (es decir, un area en el cerebro donde se localizan los cuerpos de las neuronas
serotoninérgicas).

De esta manera, el experto en la materia apreciara que los conjugados de la invencion son adecuados para el
tratamiento de enfermedades que se pueden beneficiar de la reduccion en los niveles de expresion de los genes que
son diana de los acidos nucleicos presentes en los conjugados de la invencion. De esta manera, en otro aspecto, la
invencion se refiere a un conjugado segun la invencién para su uso en medicina. Ademas, la invencién también se
refiere a una composicién farmacéutica que comprende un conjugado segun la invencidbn y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Se pueden formular cantidades apropiadas de las construcciones de oligonucleétido de la invencién con excipientes y/o
soportes farmacéuticamente aceptables para obtener una composicion farmacéutica. Una composicion que incluye un
conjugado segun la invencion se puede administrar a un sujeto por varias vias. Las vias ejemplares incluyen,
administracion intraestratial, intracerebroventricular, intratecal, intraparenquimatica (por ejemplo, en el cuerpo estriado),
intranasal y ocular. La composicion también se puede administrar de forma sistémica, por ejemplo, mediante inyeccion
intravenosa, subcutanea o intramuscular, que es particularmente Util para la distribucion de los conjugados a neuronas
periféricas. Ademas, también es posible administrar los conjugados de la invencion por via intranasal lo que permite la
administracion sistémica mediante un modo de administracion no agresivo. Ademas, la administracion intraventricular
también puede ser adecuada. Una via preferida de administraciéon es directamente en el cerebro, por ejemplo, en los
ventriculos o el hipotalamo del cerebro, o en las areas lateral o dorsal del cerebro.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender una pluralidad de conjugados diferentes, en
donde los diferentes conjugados comprenden acidos nucleicos que se dirigen a diferentes regiones de la misma
molécula diana. De esta manera, las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos 2, al menos 3, al
menos 4, al menos 5, al menos 6 y mas conjugados diferentes que comprenden cada uno un acido nucleico diferente.

Los expertos en la materia estan familiarizados con los principios y procedimientos discutidos en fuentes ampliamente
conocidas y disponibles como Pharmaceutical Science de Remington (172 Ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985)
y The Pharmaceutical Basis of Therapeutics de Goodman y Gilman (82 Ed., Pergamon Press, EImsford, N.Y., 1990).

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, los conjugados se formulan segin un procedimiento
estandar como una composicion farmacéutica adaptada para la administracion a seres humanos y otros mamiferos.
Tipicamente, las composiciones para administracion intravenosa o intraventricular con soluciones en tampones acuosos
isotonicos estériles.

Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local para aliviar
cualquier dolor en el sitio de inyeccion. En general, los ingredientes se suministran por separado o mezclados en una
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forma farmacoldgica, por ejemplo, como un polvo seco liofilizado o concentrado sin agua en un envase herméticamente
sellado tal como una ampolla o bolsita indicando la cantidad de principio activo. Donde la composicion se va a
administrar mediante infusidn, se puede dispensar con una botella de infusién que contiene agua o solucion salina
estéril de grado farmacéutico. Donde la composicion se administra mediante inyeccion, se puede suministrar una
ampolla de agua estéril para inyeccion o solucién salina de modo que los ingredientes se puedan mezclar antes de la
administracion.

En casos diferentes de la administracion intravenosa, la composicion puede contener cantidades menores de agentes
humectantes o emulsionantes o agentes reguladores del pH. La composicion puede ser una solucion liquida,
suspension, emulsion, gel, polimero o formulacion de liberacion sostenida. La composicion se puede formular con los
aglutinantes y soportes tradicionales, como se sabe en la técnica. Las formulaciones pueden incluir soportes estandar
tales como manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarido de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, etc.,
de grado farmacéutico, soportes inertes que tienen funcionalidad bien establecida en la fabricaciéon de farmacos. Se
conocen varios sistemas de distribucion y se pueden usar para administrar un agente terapéutico de la presente
invencion incluyendo encapsulacion en liposomas, microparticulas, microcapsulas y similares.

En aun otra forma de realizaciéon preferida, los agentes terapéuticos que contienen los conjugados de la invencién se
pueden formular como formas neutras o sales. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con
grupos amino libres tales como las derivadas de acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico y similares, y las
formadas con grupos carboxilo libres tales como las derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidroxidos férricos,
isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina o similares.

Para formas de realizacion en las que la composicién se distribuye a través de la barrera hematoencefalica, la
composicion incluye, por ejemplo, un liposoma, como se describe, por ejemplo, en la patente de EE UU No. 6372250
(Pardridge) y un soporte farmacéuticamente aceptable. Los liposomas como se describen aqui pueden distribuir agentes
bioldgicamente activos a través de la barrera hematoencefalica, seguido por expresion en el cerebro. Los liposomas y
nanoparticulas son formas ejemplares de nanocontenedores que se usan normalmente para la encapsulacion de
farmacos. Los liposomas preferiblemente tienen diametros de menos de 200 nanémetros. Los liposomas que tienen
diametros de entre 50 y 150 nandmetros son preferidos. Especialmente preferidos son liposomas u otros
nanocontenedores que tienen diametros externos de alrededor de 80 nandmetros. Los tipos adecuados de liposomas
estan hechos con fosfolipidos neutros tales como 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicerol-3-fosfocolina (POPC), difosfatidil
fosfocolina, diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) o colesterol, junto con pequefias cantidades (1 por ciento) de lipidos
cationicos, tales como bromuro de didodecildimetilamonio (DDAB) para estabilizar el ADN en el liposoma.

El liposoma se puede cambiar por una nanoparticula o cualquier otro nanocontenedor molecular con un diametro menor
de 200 nm que pueda encapsular ADN vy proteger los acidos nucleicos de las nucleasas mientras que la formulacion
esta aun en la sangre o en transito de la sangre al compartimento intracelular de la célula diana. Ademas, en lugar de
usar agentes de conjugacion tales como cadenas de PEG, se pueden unir una o mas sustancias poliméricas diferentes,
tal como esfingomielina, a la superficie del liposoma o nanocontenedor y servir para el doble fin de proporcionar un
andamiaje para la conjugacion del “péptido transportable” y retrasar la eliminacion de la formulacion de la sangre y
optimizar la famacocinética en plasma. Ademas, la presente invencion contempla la distribucion de ADN a cualquier
grupo de células u 6rganos que tienen receptores diana especificos. Los liposomas se pueden usar para distribuir ADN
a organos, tales como higado, pulmoén y bazo.

Otros contenedores adecuados para la distribucion de los conjugados de la invencion incluyen dendrimeros. El término
“dendrimero” se refiere a una macromolécula que tiene un nucleo y que tiene multiples capas de estructuras ramificadas
que emanan del nicleo. La forma y tamafio de un soporte dendritico pueden variar. En algunos casos, el soporte
dendritico puede ser aproximadamente de forma esférica o globular. Ademas, el transportador dendritico tiene un
diametro en el intervalo de alrededor de 15 angstroms (A) hasta alrededor de 250 A, con un intervalo correspondiente
de pesos moleculares, por ejemplo, desde alrededor de 500 Dalton hasta alrededor de 2 millones de Dalton. Los
dendrimeros se pueden obtener comercialmente de varias fuentes (por ejemplo, Dendritech, Midland, Michigan) o
sintetizar por métodos que conoce bien el experto en la materia. Las moléculas dendriticas se pueden dividir
aproximadamente en las especies de bajo peso molecular y las de alto peso molecular. La primera categoria incluye
dendrimeros y dendrones mientras que la segunda abarca polimeros dendronizados, polimeros hiperramificados y
polimeros tipo peine (también llamados limpiabotellas). Los dendrimeros y dendrones son compuestos repetidamente
ramificados, monodispersos y normalmente muy simétricos. No hay diferencia aparente en definir dendrimero y
dendrén. Un dendrén normalmente contiene un grupo uUnico quimicamente localizable que se llama el punto focal.
Debido a la falta de distribucion de la masa molar los dendrimeros y dendrones de alta masa molar son macromoléculas
pero no polimeros. Las propiedades de los dendrimeros estan dominadas por los grupos funcionales en la superficie
molecular. La encapsulacion dendritica de moléculas funcionales permite el aislamiento del sitio activo, una estructura
que mimetiza la estructura de sitios activos en biomateriales porque los andamiajes dendriticos separan funciones
internas y externas. Por ejemplo, un dendrimero puede ser soluble en agua cuando su grupo extremo es un grupo
hidrofilico, como un grupo carboxilo.

Los dendrimeros se pueden caracterizar en general por las siguientes caracteristicas: (i) un nucleo iniciador (I) que
puede tener uno o mas sitios reactivos y ser similar a un punto o de tamafio significativo de modo que afecte a la
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topologia final del dendrimero; (ii) una o mas capas de unidades ramificadas que se repiten unidas al nucleo iniciador;
(iii) grupos funcionales terminales, tales como grupos anidnicos o catiénicos, unidos, opcionalmente a través de grupos
enlazadores, a la superficie del dendrimero.

Los dendrimeros contemplados aqui pueden comprender unidades formadoras de lisina o un analogo de lisina. El
término “analogo de lisina” se refiere a una molécula que tiene un Unico grupo carboxilo apical para la unién a la capa
previa de unidades formadoras y dos o tres grupos amino primario a los que se pueden unir unidades formadoras
adicionales, grupos bloqueantes, enlazadores o grupos arilacido. Los ejemplos de “analogos de lisina” contemplados
aqui se describen en PCT/AU2007/000352, por ejemplo, glicil-lys. En algunos ejemplos particulares, el dendrimero
comprende solo lisina o un tipo de analogo de lisina como la unidad formadora.

Otros dendrimeros contemplados aqui incluyen los que comprenden unidades formadoras de poliamidoamina
(PAMAM), poli(eterhidroxilamina) (PEHAM) o polipropilenimina. En ejemplos particulares de los mismos, el dendrimero
tiene soélo poliamidoamina (PAMAM), poli(eterhidroxilamina) (PEHAM) o polipropilenimina como la unidad formadora.

El grupo nuclear puede contener solo 1 punto de unién para una unidad formadora o puede contener 2, 3 o mas puntos,
que se pueden utilizar o no adicionalmente para la unién de unidades formadoras. Tipicamente, el punto de unién es un
grupo amino libre. Los grupos nucleares pueden consistir en, comprender o estar derivados de una unidad formadora o
puede ser una molécula diferente de las unidades formadoras. Aqui se ilustran grupos nucleares ejemplares y se
describen en PCT/AU2007/000352.

Los liposomas y dendrimeros se pueden combinar con cualquier soporte farmacéuticamente aceptable para la
administracion intravenosa. La administracion intravenosa de la composicion es la via preferida ya que es la menos
invasora. Otras vias de administraciéon son posibles, si se desean. Los soportes farmacéuticamente aceptables
adecuados incluyen solucién salina, tampon Tris, tampon fosfato o cualquier otra solucién acuosa. Se puede establecer
una dosis apropiada por procedimientos que conoce bien el experto en la materia.

D. Usos terapéuticos de los conjugados de la invencion

Se apreciara que la afeccion clinica que se puede tratar con los conjugados de la invencion dependera de la
especificidad del acido nucleico que forma parte de los conjugados. De esta manera, los conjugados de la invencion se
pueden usar para el tratamiento de cualquier enfermedad que se pueda mejorar silenciando un gen de interés en una
célula que expresa un transportador de neurotransmisor. El experto en la materia entendera que los conjugados son
utiles para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por la expresion anormal de una proteina en una célula (por
ejemplo, acumulacion de a-sinucleina en cuerpos de Lewy) o para enfermedades en donde la proteina diana se expresa
a niveles normales pero que se puede mejorar disminuyendo la expresion de dicha proteina diana.

D.1. Conjugados que comprenden acidos nucleicos dirigidos a los receptores 5-HT1a, transportador de serotonina o
canales iénicos localizados en neuronas serotoninérgicas.

Como se ha mencionado anteriormente, cuando se administra un ISRS a un sujeto en necesidad del mismo, hay un
mecanismo de retroalimentacion negativa que tiene lugar como resultado de la activacion de los receptores 5-HT1a
localizados en las neuronas serotoninérgicas (el 5-HT1aR presinaptico). La accion del ISRS produce niveles altos de
serotonina inducidos por el bloqueo de la recaptacion de serotonina mediada por los transportadores de recaptacion de
serotonina (SERT), que estan localizados en las neuronas serotoninérgicas. Este hecho no solo activara los receptores
postsinapticos de serotonina sino también los 5-HT1aR presinapticos, lo que sirve como un sensor de retroalimentacion
para la célula. La activacion de estos 5-HT1aR produce un descenso en los niveles de serotonina debido a la supresion
de la descarga celular y la liberacion de serotonina dependiente de impulso, limitando asi el efecto del ISRS
administrado.

Este efecto se muestra por ejemplo en los ejemplos 2 y 3 de la presente invencion, en donde se muestra que la infusion
de un conjugado que comprende sertralina y un ARNip especifico para 5-HT1aR son capaces de prevenir la respuesta
hipotérmica inducida por el agonista selectivo de 5-HT1aR. Este efecto permite el uso de los conjugados de la invencion
en todas esas afecciones clinicas en donde se desea disminuir la expresion de un gen que es complementario al acido
nucleico que forma parte de los conjugados.

Este es un descubrimiento significativo en el campo de la terapia antidepresiva, ya que los oligonucledtidos de la
invenciéon pueden ser Utiles para neutralizar los efectos secundarios de los ISRS comerciales mencionados
anteriormente, es decir, inicio de accion lento y eficacia limitada. Ademas, al emplear las construcciones de
oligonucledtidos altamente selectivas de la presente invencion, solo se necesita administrar dosis bajas del
oligonucledtido terapéutico para alcanzar el efecto deseado. Como resultado, las construcciones de la invencion son
utiles en el tratamiento de enfermedades relacionadas con una concentracién anormal de serotonina presente en el area
sinaptica, especialmente las que estan relacionadas con la transmision deficiente de serotonina (es decir, niveles
disminuidos de concentracion de serotonina en la sinapsis), tales como trastornos relacionados con depresion.

Segun esto, si el acido nucleico se dirige contra un componente de las neuronas serotoninérgicas presinapticas, los
conjugados seran adecuados para el tratamiento de enfermedades en donde se requiere una actividad disminuida de
47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 638 309 T3

las neuronas serotoninérgicas presinapticas. De esta manera, en otro aspecto, la invencion se refiere a un conjugado de
la invencion en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina
(ISRS) o un inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina (IRSN) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana seleccionada del grupo del ARNm
del receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT14), el ARNm del transportador de serotonina, el ARNm de TREK-1,
el polipéptido del receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a) y el polipéptido transportador de serotonina

para su uso en el tratamiento o prevencion de un trastorno relacionado con la depresion.

También se divulga un método de tratamiento o prevencion de un trastorno relacionado con depresion que comprende
la administracion a un sujeto en necesidad del mismo del conjugado de la invencion en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina
(ISRS), un inhibidor de la recaptacién de serotonina-norepinefrina (IRSN) o un antidepresivo noradrenérgico y
serotoninérgico especifico (NASSA) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana seleccionada del grupo del
codificador del ARNm del receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a), el ARNm del transportador de serotonina,
el ARNm de TREK-1, el polipéptido del receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1a), el polipéptido transportador
de serotonina y el polipéptido TREK-1.

La expresién “trastorno relacionado con depresién”, como se usa aqui, se refiere a esas afecciones que se caracterizan
por un nivel anormalmente bajo de serotonina en las sinapsis y que se definen en Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders--Cuarta Edicién (DSM-IV), publicado por la Asociacion Americana de Psiquiatria, Washington DC e
incluyen, sin limitacion, depresién mayor, depresion a largo plazo, depresion resistente a tratamiento, distimia, estados
mentales de estado de animo deprimido caracterizados por sentimientos de tristeza, desesperacion, desaliento,
“depresion”, melancolia, sentimientos de baja autoestima, culpa y autorreproche, eliminacion de contacto interpersonal y
sintomas somaticos tales como trastornos alimenticios y de suefio. Preferiblemente el trastorno relacionado con
depresion se selecciona del grupo que consiste en: depresion mayor, trastorno obsesivo-compulsivo (TOC), trastornos
generalizado del desarrollo (TGD), trastorno de estrés postraumatico (TEPT), trastornos de ansiedad, trastornos
bipolares, trastornos alimenticios y dolor crénico.

Ademas, los conjugados de la invencion que comprenden un reactivo de selectividad especifico para neuronas
serotoninérgicas y un oligonucledétido que silencia el receptor 5-HT14, la liberacién de serotonina en la corteza prefrontal
aumenta aproximadamente del 150-200% de los valores basales comparado con el aumento del 50% producido por el
antidepresivo solo (véase la figura 8). Como se ha mencionado anteriormente, los antidepresivos tradicionales se
disefian para mejorar la transmision de serotonina pero tienen efectos limitados debido a la activacion de los receptores
5-HTa presinapticos. De esta manera, con las construcciones de oligonucleétidos de la invencidon se superan las
limitaciones principales de dichos antidepresivos (inicio de accion lento y eficacia limitada). Como resultado, se puede
alcanzar una respuesta positiva al tratamiento antidepresivo en un periodo de tiempo corto y se puede mejorar el
numero de pacientes que responden al tratamiento en relacién al tratamiento solo con los antidepresivos comerciales
(es decir, ISRS). De esta manera, en otro aspecto, la invencion se refiere a un método para el tratamiento de un
trastorno relacionado con la depresion que comprende la administracion de un conjugado segun la invenciéon y un
antidepresivo.

La construccion de oligonucledtido de la invencion se puede administrar simultaneamente con los antidepresivos
actuales (ISRS, IRNA, IMAO, ATC, etc.). La administracion de una secuencia de oligonucleétido que bloquea la
expresion de los autorreceptores 5-HT1a permite mejorar el efecto de estos antidepresivos inhibiendo la atenuacion del
aumento extracelular de 5-HT producido por el bloqueo de la recaptacion.

D.2. Conjugados gue comprenden acidos nucleicos dirigidos a sinucleina

En otro aspecto, la invencion se refiere a un conjugado de la invencién en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina (IRD) y un
inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica la
alfa-sinucleina o el polipéptido alfa-sinucleina

para el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con el depdsito de cuerpos de Lewy.

El término “enfermedad asociada con el depdsito de cuerpos de Lewy” se refiere a una afeccion que se caracteriza por
trastornos en el metabolismo de alfa-sinucleina, que da lugar a la formaciéon de inclusiones anormales de alfa-
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sinucleina. Mas en particular los trastornos de cuerpos de Lewy incluyen la enfermedad de Parkinson (EP), demencia
con cuerpos de Lewy (DCL), EP con demencia (EPD) y atrofia de multiples sistemas.

Preferiblemente, el conjugado de la presente invencion se puede administrar junto con un antidepresivo comercial, tal
como un ISRS, para el tratamiento de depresion y/o trastornos relacionados con depresion.

D.3. Conjugados gue comprenden acidos nucleicos dirigidos al transportador de norepinefrina

Como se ha explicado en la seccion de antecedentes, un aumento en la transmisién de DA mesocortical puede ser Util
para el tratamiento de esquizofrenia. Puesto que el transportador de NA (NAT) muestra una afinidad similar por NA y
DA, los inhibidores de NAT preferentemente aumentan la concentracion extracelular de DA en la CPF medial (CPFm)
comparada con el nucleo caudado y nucleo acumbens (NAc). Por lo tanto, los axones de NA de las neuronas del locus
ceruleo (LC) pueden contribuir a regular la concentracion extracelular de DA en CPF tomando o coliberando DA.

También se divulgan conjugados en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de dopamina, un inhibidor
de la recaptacion de noradrenalina, un inhibidor de la recaptacion de serotonina-noradrenalina y un inhibidor de
la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica el
transportador de norepinefrina o el polipéptido norepinefrina

para el tratamiento o prevencion de una enfermedad mediada por o que responde a la inhibiciéon de la recaptacién de
norepinefrina.

Dichas afecciones médicas incluyen, a modo de ejemplo, trastornos del dolor tales como dolor neuropatico y dolor
cronico, trastornos depresivos tal como depresion mayor, trastornos afectivos tal como un trastorno de ansiedad,
trastorno por deficiencia de atencion con hiperactividad, trastornos cognitivos tal como demencia e incontinencia urinaria
por esfuerzo.

D.4. Conjugados gue comprenden acidos nucleicos dirigidos a la dopamina-beta-hidroxilasa

Como se ha explicado en la seccién de antecedentes, un aumento en la transmisidon mesocortical de DA puede ser Util
para el tratamiento de esquizofrenia. Este aumento se puede alcanzar mediante el uso de inhibidores del transportador
de noradrenalina o, de forma alternativa, inhibiendo la dopamina-beta-hidroxilasa. Esta enzima es responsable de la
conversion de dopamina en noradrenalina y asi, cuando se silencia, se produciria un aumento en el nivel de dopamina
en las neuronas NA. Esto producira a su vez vesiculas noradrenérgicas que contienen NA y un mayor nivel de DA. Esto
aumenta el nivel de DA en zonas de proyeccion de NA mejorando la funcién relacionada con la memoria y cognitiva en
el cerebro.

También se divulgan conjugados en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor del transportador de norepinefrina (IRSDN) y
un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica la
dopamina-beta hidroxilasa o el polipéptido dopamina-beta-hidroxilasa

para el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con una deficiencia en dopamina en proyecciones
noradrenérgicas.

La expresion “enfermedad asociada con deficiencia de dopamina en proyecciones noradrenérgicas”, como se usa aqui,
se refiere a procesos de memoria y cognitivos asociados con demencia, depresion y enfermedades neurodegenerativas.

D.5. Conjugados gue comprenden acidos nucleicos dirigidos a BAX

También se divulgan conjugados en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de serotonina-dopamina-
norepinefrina (IRSDN) y un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y

(ii) el oligonucleodtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica BAX
o el polipéptido BAX

para el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con apoptosis neuronal y muerte celular.
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El término “enfermedad asociada con apoptosis neuronal y muerte celular’, como se usa aqui se refiere al ‘punto final’
de muchos trastornos neurolégicos humanos, incluyendo pero no limitados a enfermedades de Alzheimer, Parkinson y
Huntington, ictus/traumatismo, esclerosis multiple y lateral amiotréfica. La muerte apoptética de neuronas del hipocampo
y corticales es responsable de los sintomas de la enfermedad de Alzheimer; la muerte de neuronas del mesencéfalo
que usan el neurotransmisor dopamina subyace a la enfermedad de Parkinson; la enfermedad de Huntington implica la
muerte de neuronas en el cuerpo estriado, que controlan los movimientos del cuerpo; y la muerte de neuronas motoras
inferiores se manifiesta como esclerosis lateral amiotréfica. Ademas, la isquemia cerebral y el traumatismo inducen
necrosis de un area cerebral pequefia, que después propaga la pérdida de células neuronales por apoptosis a un area
mayor del cerebro, debido al material neurotoxico liberado por las células necréticas. La pérdida apoptotica de células
neuronales también se observa en el cerebro envejecido, como un proceso fisiolégico.

D.6. Conjugados que comprenden acidos nucleicos dirigidos a tau

También se divulgan conjugados en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de serotonina-dopamina-
norepinefrina (IRSDN) y un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y

(ii) el oligonucleodtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica tau o
el polipéptido tau

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con tau.

El término “enfermedad asociada con tau”, como se usa aqui, se refiere a enfermedades asociadas con anormalidades
en tau asi como a enfermedades que son “tauopatias”. Las enfermedades asociadas a tau incluyen, pero no estan
limitadas a, demencia frontotemporal, incluyendo el subtipo de demencia frontotemporal y parkinsonismo ligado al
cromosoma 17 (FTDP-17), paralisis supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal, enfermedad de Pick,
enfermedad de granulos argirofilicos asi como enfermedad de Parkinson, sindrome de Down, parkinsonismo
posencefalico, distrofia miotonica, enfermedad de Niemann-Pick C, demencia pugilistica, enfermedad de Blint,
enfermedades de priones, esclerosis lateral amiotréfica, complejo parkinsonismo-demencia de Guam, esclerosis
multiple, glaucoma, retinopatia diabética y lesidon cerebral traumatica; asi como enfermedad de Huntington, demencia
con cuerpos de Lewy, enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, paraplejia hereditaria espastica y atrofia de multiples
sistemas. “Tauopatia” como se define aqui significa una enfermedad neurodegenerativa asociada con formas fibrilares
de la proteina tau (ovillos) en el cerebro. Estas enfermedades incluyen EA, sin embargo, otras tauopatias incluyen, pero
no estan limitadas a, demencia frontotemporal incluyendo el subtipo de demencia frontotemporal y parkinsonismo ligado
al cromosoma 17 (FTDP-17), paralisis cerebral supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal, enfermedad de
Pick, enfermedad de granulos argirofilicos.

D.7. Conjugados gue comprenden acidos nucleicos dirigidos a huntingtina

También se divulgan conjugados en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de serotonina-dopamina-
norepinefrina (IRSDN) y un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que codifica
huntingtina o el polipéptido huntingtina

para el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con huntingtina.

El término “enfermedad asociada con huntingtina”’, como se usa aqui, se refiere a enfermedades causadas por
conformacion o agregacion o expresion aberrante de proteina huntingtina mutante e incluye, sin limitacién, enfermedad
de Huntington y variantes de la misma.

La cantidad del agente terapéutico de la presente invencion que sera eficaz en el tratamiento de un trastorno o afeccion
particular dependera de la naturaleza del trastorno o afeccion y se puede determinar mediante técnicas clinicas
estandar, bien establecidas en la administracion de agentes terapéuticos. La dosis precisa a ser empleada en la
formulacién también dependera de la via de administracion y de la gravedad de la enfermedad o trastorno y se debe
decidir segun el juicio del médico y las necesidades del paciente. Los intervalos adecuados de dosis para la
administracion intracraneal en general son alrededor de 10 3 a 10 15 unidades infecciosas de vector virico por microlitro
administrado en 1 a 3000 microlitros de volumen de inyeccion individual. Cantidades adicionales de unidades
infecciosas de vector por microlitro en general contendrian alrededor de 10 4, 105, 106, 107,108, 109, 10 10, 10 11,
10 12, 10 13, 10 14 unidades infecciosas de vector virico administrado en alrededor de 10, 50, 100, 200, 500, 1000 o
2000 microlitros. Las dosis eficaces se pueden extrapolar de curvas de respuesta a dosis derivadas de sistemas de
prueba in vitro o in vivo.
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Para la administracion intraventricular de los conjugados de la invencion, se pueden implantar multiples catéteres que
tengan puertos de acceso en un paciente determinado para una terapia completa. En una forma de realizacion
preferida, hay un sistema de puerto y catéter por hemisferio cerebral o cerebelar y tal vez varios. Una vez un
neurocirujano realiza los implantes, el neurdlogo del paciente puede realizar un ciclo de terapia que consiste en
inyecciones intravenosas rapidas repetidas de los conjugados durante un periodo de semanas o meses, junto con el
seguimiento del efecto terapéutico a lo largo del tiempo. Los dispositivos pueden permanecer implantados durante
varios meses o afios para un ciclo completo de terapia. Después de confirmar la eficacia terapéutica, opcionalmente los
puertos de acceso se podrian explantar y los catéteres se pueden sellar y abandonar, o también explantar. El material
del dispositivo no debe interferir con el diagndstico por imagen de resonancia magnética y, por supuesto, las
preparaciones de ARN pequefio interferente deben ser compatibles con los materiales del puerto de acceso y los
catéteres y cualquier superficie de recubrimiento.

E. Sintesis de los conjugados de la invencion

Los conjugados de la invencion tipicamente se sintetizan usando procedimientos estandar en sintesis organica. El
experto en la materia apreciara que los pasos exactos de la sintesis dependeran de la estructura exacta del conjugado
que se tiene que sintetizar. Por ejemplo, si el conjugado comprende una sola hebra de acido nucleico conjugada con el
agente de selectividad a través de su extremo 5’, entonces normalmente la sintesis se lleva a cabo como se explica
posteriormente poniendo en contacto un oligonucleétido aminoactivado y un reactivo de selectividad activado por un
reactivo.

En donde el conjugado comprende un acido nucleico bicatenario, entonces se sintetizan las hebras sentido y antisentido
por separado y se hibridan in vitro usando procedimientos estandar de biologia molecular. En un conjugado tipico, la
primera de las hebras del acido nucleico lleva el agente de selectividad y la segunda hebra de acido nucleico lleva un
grupo protector. En una forma de realizacién aun mas preferida, el agente de selectividad se acopla al extremo 5’ de la
primera hebra de acido nucleico y/o el grupo protector se une al extremo 5 de la segunda hebra de acido nucleico,
aunque la union del agente de selectividad o del grupo protector también se puede llevar a cabo en los extremos 3’ de
las hebras de acido nucleico.

La sintesis de los conjugados se puede llevar a cabo como sigue:
[1] Los conjugados que tienen la estructura

Agente de selectividad — [Oligonucleoétido]-3’
se sintetizan tipicamente usando los siguientes pasos:

(i) Activar el agente de selectividad. Preferiblemente, el grupo de activacion en el agente de selectividad es un
grupo succinimida o un grupo amino;

(ii) Activar el oligonucleétido en su extremo 5’. Preferiblemente el grupo de activaciéon en el oligonucledtido es un
grupo amino (en donde el agente de selectividad se ha activado por un grupo succinimida) o un grupo carboxilo
(en donde el agente de selectividad se ha activado por un grupo amino) y

(iii) poner en contacto el agente de selectividad activado con el oligonucleétido activado en condiciones adecuadas
para la reaccion entre los dos grupos de activacion.

[2] Los conjugados que tienen la estructura
Grupo protector - [Hebra sentido] -3’
3’ - [Hebra antisentido] — Agente de selectividad
tipicamente se sintetizan usando los siguientes pasos:

(i) Activar el agente de selectividad. Preferiblemente, el grupo de activacion en el agente de selectividad es un
grupo succinimida o un grupo amino;

(ii) Activar la hebra sentido en su extremo 5. Preferiblemente, el grupo de activaciéon en el oligonucleétido es un
grupo amino (en donde el agente de selectividad se ha activado por un grupo succinimida) o un grupo carboxilo
(en donde el agente de selectividad se ha activado por un grupo amino),

(iii) Poner en contacto el agente de selectividad activado con la hebra sentido activada en condiciones adecuadas
para la reaccion entre los dos grupos de activacion

(iv) Afadir el grupo protector a la hebra antisentido inmovilizada. Este paso preferiblemente se lleva a cabo usando
un oligonucledtido cuyos grupos reactivos estan bloqueados mediante acetilacion o bencilacion (los grupos
furanosa), 2-cianoetilacion (los enlaces fosfodiéster) y FMOC (los grupos amino exociclicos).
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(v) Hibridacion de las hebras sentido y antisentido

E.1. Sintesis de conjugados que comprenden un acido nucleico y un ISRS unido al extremo 5’

Los conjugados de la invencion se pueden preparar usando técnicas que conocen los expertos en la materia. La sintesis
de conjugados puede implicar la proteccion y desproteccion selectiva de grupos funcionales. Los grupos protectores
adecuados los conoce bien el experto en la materia. Por ejemplo, se proporciona una revision general de grupos
protectores en quimica organica por Wuts, P.G.M. y Greene T.W. en Protecting Groups in Organic Synthesis (42 Ed.
Wiley-Interscience), y por Kocienski P.J. en Protecting Groups (32 Ed. Georg Thieme Verlag).

En el contexto de la presente invencion, los siguientes términos tienen los significados detallados a continuacion:

- Eltérmino “alquilo de C+-C¢” se refiere a un radical de hidrocarburo lineal o ramificado que consiste en atomos
de carbono e hidrégeno, que no contiene insaturaciones, que tiene de uno a seis, preferiblemente de uno a tres
(alquilo C4-C3) atomos de carbono y esta unido al resto de la molécula por un enlace sencillo. Ejemplos de
grupos alquilo incluyen pero no estan limitados a grupos alquilo tales como metilo, etilo, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, t-butilo, pentilo y hexilo. Preferiblemente alquilo se refiere a metilo.

- El'término “halégeno” se refiere a bromo, cloro, yodo o fltor.

- El término “haloalquilo” se refiere a un grupo alquilo como se ha definido anteriormente en donde al menos un
atomo de hidrégeno se ha cambiado por halégeno. Ejemplos de grupos haloalquilo incluyen pero no estan
limitados a CF3, CCls, CHF,, CF,CF3. Preferiblemente haloalquilo se refiere a CFs.

- El término “arilo Cs-C1o” se refiere a un grupo aromatico que tiene entre 6 y 10 atomos de carbono, que
comprende 1 6 2 nucleos aromaticos, unido por medio de un enlace carbono-carbono o fusionado, incluyendo
por ejemplo fenilo, naftilo y difenilo. Preferiblemente “arilo” se refiere a fenilo.

- Eltérmino “heterociclilo” se refiere a un radical anillo estable de 3 a 10 miembros, preferiblemente un anillo de 5
0 6 miembros, que consiste en atomos de carbono y de uno a cinco heteroatomos seleccionados del grupo que
consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre y que puede estar parcial o totalmente saturado o ser aromatico
(“heteroarilo”). Para los fines de esta invencion, el heterociclo puede ser un sistema de anillo monociclilo,
biciclilo o tricicliclo, que puede incluir sistemas de anillos fusionados, En una forma de realizaciéon particular, el
grupo heterociclilo es succinimida.

Los compuestos de la presente invencion representados mediante la anteriormente descrita formula (I) pueden incluir
esteroisdmeros dependiendo de la presencia de centros quirales. Los isémeros Unicos, enantidmeros o
diasteroisémeros y mezclas de los mismos estan en al ambito de la presente invencion.

A menos que se indique de otra manera, se pretende que los compuestos usados en la invencion incluyan compuestos
que solo se diferencian en la presencia de uno o mas atomos isotépicamente enriquecidos. Por ejemplo, compuestos
que tienen las estructuras presentes excepto por la sustitucion de un hidrégeno por deuterio o tritio o la sustitucion de un
carbono por un carbono enriquecido en ¥C 0 ™C o un nitrégeno enriquecido en N estan dentro del ambito de la
invencion.

i. Sintesis usando un acido nucleico amino-derivado y un derivado de sertralina activado

En una primera forma de realizacion, los conjugados segun la invencién se pueden obtener acoplando un acido nucleico
amino-derivado a una forma derivada activada de sertralina o analogo de la misma, en donde el derivado activado de un
agente de selectividad es un compuesto de férmula (l1):
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en donde
R1, R2, R3, R* y RS se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo C+-Cs;

XeYse selecmonan independientemente de hidrégeno, halégeno, alquilo C1-Cs, haloalquilo C1-Cs, OR? y SR, en
donde R? y R® se seleccionan independientemente de alquilo C1-Cs y arilo Ce-Cig;

R® es un radical activador de carbonilo;

W se selecciona de hldrogeno halogeno CN, NOg, alquilo C4-C3, haloalquilo C1-Cs, NR° R SO,-NR® R NRQSOZR
CO:R!, en donde R®, RY, R®, R", R%, R"y R' se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquno C1-Cs;

ny p se seleccionande 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12y 13.

El término “radical activador de carbonilo” se refiere a un sustituyente de un carbonilo que hace el carbonilo propenso a
adicion nucleofilica. En una forma de realizacion particular, forma, junto con el grupo carbonilo, un anhidrido, un haluro
de acido o un grupo éster. En una forma de realizacion preferida, el radical activador de carbonilo se selecciona de
halégeno, -CO(O)R, -OR’, -SR”; en donde R, R’ y R” se seleccionan independientemente de alquilo, haloalquilo,
heterociclilo, arilo y heteroarilo de C+-Cs.

En una forma de realizacion particular, R® es un grupo succinimidoxi. Por tanto, en otra forma de realizacion, los
conjugados segun la invencion se pueden obtener acoplando un acido nucleico amino-derivado a una forma derivada
activada de sertralina o un analogo de la misma, en donde el derivado activado de un agente de selectividad es un
compuesto de férmula (111):

@]
R H @] 7
1\NM W N
R 0O 0
W Rs o
I = R4
Rs
N
SAON
XY

(1
en donde
R1, R2, R3, R* y RS se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo C+-Cs;

XeYse selecmonan independientemente de hidrégeno, halégeno, alquilo C4-Cs, haloalquilo C1-Cs, OR? y SR, en
donde R? y R® se seleccionan independientemente de alquilo C1-Cs y arilo Ce-Cig;

W se selecciona de hldrogeno halogeno CN, NOg, alquilo C4-C3, haloalquilo C1-Cs, NR° R SO,-NR® R NRQSOZR
CO:R!, en donde R®, R?, R®, R', R%, R"y R' se seleccionan independientemente de hidrégeno y alqullo C1-Cs;

ny p se seleccionande 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12y 13.

Segun una forma de realizacion particular, el compuesto activado de formula (Ill) es el compuesto (1):
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g "
cl

Cl

Segun una forma de realizacion, los compuestos de férmula (I) se pueden preparar mediante una secuencia que
comprende:

a) hacer reaccionar un compuesto de férmula (1V):

y un agente acilante de formula (V):

V)

en donde p es como se ha definido anteriormente, Z es halégeno u OH y PG es un grupo protector amino para dar un
compuesto de férmula (VI)
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(V1)

Los grupos protectores normalmente usados para aminas incluyen carbamatos, tales como terc-butil, bencil, 2,2,2-
tricloroetil, 2-trimetilsililetil, 9H-fluorenilmetil (Fmoc), alil o nitrofenil carbamatos; amidas, tales como formamidas,
acetamidas, trifluoroacetamidas, sulfonamidas, trifluorometanosulfonil amidas o terc-butilsulfonil amidas; y aril o
arilalquilaminas, tales como p-metoxifenil, bencil, p-metoxibencil, 3,4-dimetoxibencil, dimetoxitriti o monometoxitritil
aminas. En una forma de realizacion particular, el agente acilante de férmula (V) es el acido 9H-fluorenilmetoxicarbonil-
6-aminohexanoico.

Los compuestos de formula (IV) se pueden preparar a su vez por ejemplo como se describe en US6455736. En
particular, cuando el compuesto de formula (IV) es sertralina, se puede obtener del clorhidrato correspondiente
(comercialmente disponible) mediante tratamiento con una base adecuada, incluyendo bases organicas e inorganicas
tales como carbonatos o hidroxidos alcalinos o alcalinotérreos, amoniaco o aminas, tales como trimetilamina,
trietilamina, diisopropiletilamina, piridina, piperidina, morfolina y similares.

b) desproteger el grupo amino protector en el compuesto de formula (IV) para dar un compuesto de férmula (VI1):

O
R NH,
1\N 5
R
TN R
W 3
A R4
Rs
N
o
Vi)

Las condiciones de desproteccion las conoce el experto en la materia, por ejemplo en Protecting Groups in Organic
Synthesis (Wuts, P.G.M. and Greene T.W., 42 Ed. Wiley-Interscience) y en Protecting Groups (Kocienski P.J., 32 Ed.
Georg Thieme Verlag). En una forma de realizacion particular, el grupo protector se elimina en presencia de una amina,
tal como piperidina, morfolina, diciclohexilamina, diisopropiletilamina o dimetilaminopiridina, preferiblemente en
presencia de piperidina.

c) hacer reaccionar el compuesto de formula (VII) con un agente acilante de formula (VIII) o (IX):
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z OH O
©) @) n
(VI (IX1)

en donde n es como se ha definido anteriormente y Z es halégeno u OH, lo que produce un compuesto de férmula (X):

@]
R )WH OH
1~
N 5 W
R O 0
W—'\ Ra
I = R4
Rs
N
\\\
X Y
X)

En una forma de realizacion particular, el agente acilante de formula (V1) es anhidrido succinico,
d) tratar un compuesto de férmula (X) con un grupo activador de carbonilo.

El término “grupo activador de carbonilo” se refiere a un compuesto que convierte el carbonilo de un grupo acido
carboxilico a uno que es mas propenso a adicion nuclecfilica, tal como por ejemplo, anhidridos, haluros de acido
carboxilico, carbodiimidas, agentes de halogenacion, disulfuros, etc. En una forma de realizacion particular, el grupo
activador de carbonilo se selecciona de agente de halogenacion, R(O)COC(O)R, RC(O)halégeno, R'OH, R”SH,
R”SSR”; en donde R, R’ y R” se seleccionan independientemente de alquilo, haloalquilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo
de C1-C5.

En una forma de realizaciéon particular, el grupo activador de carbonilo es N-hidroxisuccinimida. En este caso, la
reaccion preferiblemente se realiza en presencia de un grupo activador de carbonilo adicional.

Por tanto, en una forma de realizacion particular, el paso d) comprende tratar un compuesto de formula (X) con N-
hidroxisuccinimida en presencia de un grupo activador de carbonilo adicional.

Los grupos activadores de carbonilo adecuados para este proceso incluyen carbodiimidas, tales como
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y diisopropilcarbodiimida (DIC) y triazololes, tales como 1-hidroxi-benzotriazol (HOBt) y
1-hidroxi-7-aza-benzotriazol (HOAt). En una forma de realizaciéon preferida, el compuesto de férmula (VI) se hace
reaccionar con N-hidroxisuccinimida en presencia de diisopropilcarbodiimida para dar el derivado activado de férmula

().

Segun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de férmula (VI),
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en donde R1-R5, X, Y, W, py PG son como se ha definido anteriormente. En una forma de realizacion preferida, R' es
metilo, R2R5 son hidrégeno, X e Y son cloruro, W es hidrégeno, p es 5 y PG es 9H-fluorenilmetoxicarbonilo. Mas
preferiblemente, el compuesto de formula (V1) es el compuesto (2)

O al 2

Cl

5 Segun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de férmula (VII),

o
(V1)

en donde R1-R5, X, Y, Wy p son como se ha definido anteriormente. En una forma de realizacién preferida, R'es metilo,
R2-R® son hidrégeno, X e Y son cloruro, W es hidrogeno y p es 5. Mas preferiblemente, el compuesto de formula (V) es
10 el compuesto (3)

o]

Me\NMNH2

g cl ®)

Cl

Segun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de férmula (X)
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@]
R J\HVH OH
1IN
N 5 W
R O 0
w S Rs
I = R4
Rs
N
SN
XY
X)

en donde R1-R5, X, Y, W, pyn son como se ha definido anteriormente. En una forma de realizacion preferida, R' es
metilo, R%R®son hidrégeno, X e Y son cloruro, W es hidrégeno, p es 5y n es 2. Mas preferiblemente, el compuesto de
férmula (VIII) es el compuesto (4):

O al 4

Cl

Segun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de férmula (11),

o 0
N R, (0] (@]
W Rs ©
P R,
Rs
N
X/\\/\Y

(1)
en donde R1-R6, X, Y, W, pyn son como se ha definido anteriormente.

Segun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de formula (1)
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@]
R H @] 7
1\NM W N
R 0O 0
W Rs o
I = R4
Rs
N
SAON
XY

(I

en donde R1-R5, X, Y, W, pyn son como se ha definido anteriormente. En una forma de realizacion preferida, R' es
metilo, R%R®son hidrégeno, X e Y son cloruro, W es hidrégeno, p es 5y n es 2. Mas preferiblemente, el compuesto de
férmula (1) es el compuesto (1):

O ™)

Cl
Cl

La hebra de ARNip que se va a unir al agente de selectividad se forma mediante sintesis de fase solida paso a paso en
un soporte solido siguiendo el método divulgado en “Oligonucleotide synthesis, a practical approach.” editado por M.J.
Gait. IRL Press-1985.

Para conjugar el ligando de selectividad, el oligonucledtido necesita estar aminoderivado. Esto se puede hacer en el
10 extremo 5’ o en el 3'. En una forma de realizacion preferida el ligando de selectividad se une al extremo 5'.

Segun una forma de realizacion, los conjugados de féormula (l) se pueden preparar haciendo reaccionar un compuesto
de férmula (11) o (l1l) como se ha descrito anteriormente y un oligonucleétido amino-modificado de formula (XI1):

I NH
3'—OH—[OIigonucleétido]-O—T—O—%
o
S
(X1

15 El procedimiento general para activar un oligonucleétido usando un modificador amino enlazador sera tipicamente
segun el esquema siguiente:
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OH-5'-Oligonucleétido-CPG ~ + R —H—(CH)n—O —P—OCN

N(Pr),

O

HoN—(CH,)n—O—P— 0O —Oligonucledtido

Los compuestos de férmula (XIl) se pueden preparar haciendo reaccionar el grupo 5-OH de un oligonucleétido con un

aminomodificador de formula (XIII):

N

N

P—O
¢ Vh

H
N—PG

CN

(XIIN)

en donde m es como se ha definido anteriormente y PG es un grupo protector amino. Los grupos protectores
normalmente usados para aminas incluyen carbamatos, tales como terc-butil, bencil, 2,2,2-tricloroetil, 2-trimetilsililetil,
9H-fluorenilmetil (Fmoc), alil o nitrofenil carbamatos; amidas, tales como formamidas, acetamidas, trifluoroacetamidas,
sulfonamidas, trifluorometanosulfonil amidas o terc-butilsulfonil amidas; y aril o arilalquilaminas, tales como p-
metoxifenil, bencil, p-metoxibencil, 3,4-dimetoxibencil, dimetoxitriti o monometoxitriti aminas. En una forma de
realizacion particular, el enlazador amino de formula (XIIl) es 6-(trifluoroacetilamino)hexil-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-
fosforamidita (5’-TFA-C6-aminomodificador-CEP) o 6-(4-monometoxitritilamino)hexil-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-
fosforamidita (5’-MMT-C6-aminomodificador-CEP).

Después de acoplar el grupo 5-OH del oligonucleétido al enlazador amino, el grupo protector amino se elimina en
condiciones conocidas. Por ejemplo, los derivados amino protegidos con TFA se pueden desproteger mediante
tratamiento con amoniaco, mientras que los derivados amino protegidos con MMT se pueden desproteger mediante
tratamiento con acido acético, acido cloroacético, acido dicloroacético o acido trifluroacético.

Método general de sintesis del oligonucledtido aminomodificado:

(i) preparar una solucion de molécula enlazadora/modificadora (secada al vacio) en acetonitrilo anhidrido (se usa
una solucion 0,1 M en la mayoria de las amiditas comercialmente disponibles) y colocarla en un depésito extra
en el sintetizador (Y);

(i) al inicio de la sintesis de la secuencia de oligonucleétido requerida, afiadir la base Y en el extremo 5'. Esto
permitira que la molécula enlazadora/modificadora del depdsito Y se acople al extremo de la secuencia del
oligonucledtido;

(iii) iniciar la sintesis usando el ciclo de acoplamiento adecuado. El mismo ciclo de acoplamiento se usara para
llevar a cabo el acoplamiento de la molécula enlazadora/modificadora;

(iv) al final de la sintesis del oligonucleétido, lavar el soporte y por ultimo secar el soporte con gas;
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(v) eliminar el soporte soélido de la columna y transferirlo a un vial con tapa de rosca y completar la desproteccion
de 2 pasos.

El oligonucledtido aminomodificado se debe desproteger para la conjugacion adicional con el agente de selectividad.
Para este fin todos los grupos protectores restantes en el oligonucleétido se eliminan como sigue. Se afiadieron 500 pl
de una mezcla que contiene el 20% v/v de metilamina (solucién acuosa al 40%) y el 80% v/v de una solucion saturada
de amoniaco (que contiene NH3 del 30-32% peso/volumen) a un tubo Eppendorf con el oligonucledtido (escala 200
nmoles). El tubo se cerré6 herméticamente y se calentdé durante 45 minutos a una temperatura de 65°C. Este
procedimiento elimina los grupos protectores en el atomo de fésforo de los nucleétidos (acetilacion o benzoilacion de la
furanosa y la 2-cianometilacion de los enlaces fosfodiéster) y los grupos protectores de los grupos amino exociclicos
(Bz, Ac, IBu). La mezcla se enfrié6 después y se filtr6 y el sobrenadante se secd. El precipitado residual se hizo
reaccionar con trietilamina-HF 1 M durante 3 horas a 65°C para cortar los grupos protectores en 2’ de los nucleétidos
(2’-t-butil dimetil sililo - TBDMS). Por ultimo, la solucién resultante se desalé en una columna de Sephadex, dejando un
oligonucledtido 5’-aminomodificado.

En el caso de incorporacion del enlazador modificador amino en el extremo 3’; se debe usar el soporte polimérico
correspondiente (bolas de CPG) y el esquema de sintesis correspondera al siguiente diagrama:

[
OH-5'-OIigonucIeétido-O—F|>—
@)

S

\Z

O—(CH,)=—NH,-TFA (CPG)

@)
[
OH-5'-OIigonucIeétido-O—IT’—O—(CHz)m_NHz

O
©

(la hidrdlisis se puede hacer usando hidréxido de amonio o reactivo de Beckman) (metilamina:hidréxido de amonio).

En ambos casos, el paso de desproteccion sera idéntico y el planteamiento de conjugacion en cada caso también es
idéntico pero con diferentes grados de eficacia. En la mayoria de los casos, se alcanzan mejores resultados con la
derivacion 5’-amino.

En una forma de realizacion preferida, el oligonucleétido puede comprender una secuencia seleccionada del grupo de
SEQID NO: 5a12.

El oligonucleétido aminoactivado se hace reaccionar después con el derivado activado de un agente de selectividad de
férmula (1) o (lll) como se ha definido anteriormente. Se obtiene un conjugado que tiene la estructura
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en donde R1-R5, X, Y, W, pyn son como se ha definido anteriormente y m es de 2 a 10.

En una forma de realizacion preferida, el conjugado tiene la estructura

0 o Q

[
H H e
Me )‘J\/\/\/N\H/\/U\ /(CH2)6 O—Fl’—O—OllgonucIeondo
N
N

o

O cl (6)

Cl

En una forma de realizacién particular, el oligonucleétido se hace reaccionar previamente con una fosforamida bivalente
o trivalente. De este modo se puede obtener un compuesto con dos o tres posiciones de acoplamientom de modo que
se pueden acoplar al oligonucleétido dos o tres moléculas de agente de selectividad. Dichas dos o tres moléculas de

agente de selectividad pueden ser similares o diferentes.

En una forma de realizacion particular se acoplan al oligonucleétido dos o tres moléculas del mismo agente de

selectividad. En otra forma de realizacion, se acoplan al oligonucleétido dos o tres agentes de selectividad diferentes.

En una forma de realizacion, el ologonucleétido se hace reaccionar con una fosforamidita bivalente o trivalente para dar

un compuesto de férmula (XX) o (XXI):

PG—0O X!

@) O—Oligonucledtido-OH-3'
r' v

(XX)
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O/%O—Oligonuclec')tido-OH-3'
v

(XXI)

en donde

3

PG, PG” y PG se seleccionan independientemente de H y un grupo protector hidroxi; r, r', r’, s, s’, s”, t y u se
seleccionan independientemente de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12y 13;

v se selecciona independientemente de Oy 1; y
X1, X2 y X3 se seleccionan independientemente de CHy, O, S, NH, CO, C(O)O y C(O)NH.

El experto en la materia conoce grupos protectores hidroxi, asi como las condiciones adecuadas de protecuon y
desproteccion, por ejemplo en Protecting Groups in Organic Synthesis (Wuts, P.G.M. y Greene T.W., 4’ Ed. Wiley-
Interscience) y en Protecting Groups (Kocienski P.J., 3" Ed. Georg Thieme Verlag).

En una forma de realizacion particular, los grupos protectores hidroxi se seleccionan de éteres, silil éteres, ésteres,
sulfonatos, sulfenatos, sulfinatos, carbonatos y carbamatos. En una forma de realizacion preferida, los grupos
protectores hidroxilo se seleccionan de acetilo, benzoilo, bencilo, metoxietoximetil éter (MEM), dimetoxitritlo (DMT),
metoximetil éter (MOM), metoxitritlo (MMT), p-metoxibencil éter (PMB), metiltiometil éter, pivaloilo (Piv),
tetrehidropiranilo (THP), Tritilo (Tr), 9H-fluorenilmetilo (Fmoc), trimetil sililo (TMS), terc-butildimetilsililo (TBDMS), terc-
butildimetilsililoximetilo (TOM) vy triisopropilsilii (TIPS) éter. Preferiblemente, PG, PG y PG” se seleccionan
independientemente de H, DMT y Fmoc.

En una forma de realizacion particular, los grupos protectores de hidroxilo en el compuesto de férmula (XX) o (XXI) son
diferentes, de modo que se pueden desproteger y acoplar selectivamente, si se desea, con diferentes moléculas.

Una forma de realizacion particular se dlrlge a un compuesto de formula (XX) endonderyr son4,sys’son1,tyvson
0, X" y X? representan C(O)NH y PG" y PG? se seleccionan |ndepend|entemente de H, DMT y Fmoc. Otra forma de
realizacion se refiere a un compuesto de formula (XX) en donde res 2, es 0, s es 1, s es 0, ty vson 0, X' y X*
representan CH; y PG’ y PG? se seleccionan independientemente de H y DMT.

Una forma de reallzaC|on se dirige a un compuesto de férmula (XXI) en donder,ryr’son 3,s,s’ys”’son1,tes 1,ves
0, X', X*y X® representan O y PG', PG® y PG® se seleccionan |ndepend|entemente de H y DMT. Otra forma de
reallzaC|on se refiere a un compuesto de formula (XXl) endonder, ryr'son3,s,s'ys"son1,tes 1,ues 3,ves 1, X',
X2y X3 representan O y PG', PG? y PG® se seleccionan independientemente de Hy DMT.

Los compuestos de formula (XX) y (XXI) se desprotegen después, si es necesario, y se hacen reaccionar con un

aminomodificador de férmula (XIII):

N\

P—O
d th

H
N—PG

CN

(XIIN)
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en donde m y PG son como se han definido anteriormente para dar un compuesto de formula (XXII) o (XXIII),
respectivamente:

o]
I
HoN O—P—0O X1
A
o]
S}
0 \ t O/k\)u>\0—OIigonucIeétido-OH-B'
I !
H,oN O—P—0 X2
I A
o]
©

(XXI1)

l
o)
>

X

T
S
e
33<
C|)

OO0O—UV—0 0OO0—TUV=—=0

l
o
S

{

C|)

H,N

O/<A>a>\o—OIigonucleétido-OH-3‘
\'

A

I
o
%%

{

T
S
P
C|)

OO0——U—=0

(XXIII)
endondem, m’,m”,r,r,r’,s,s’, s’ t u,v, X1, X2y X3 son como se han definido previamente.

Los compuestos de formula (XXII) y (XXIII) se pueden hacer reaccionar adicionalmente con un compuesto de formula
(1), preferiblemente con un compuesto de férmula (l11), para dar conjugados (XXIV) y (XXV), respectivamente:
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i
R H H
™~N N N o—P—o0 X!
- ", W \Hm/ (l) \(\’)r/ )S
w- 00 °
P R4
Rs
= O/%j\o—OIigonucIeétido-OH-3’
SN
XY &

w_ o~ Rs 0 0
Rs
N
e
(XXIV)
o)
Ri< J‘%H s o) I
N  p—
\ W N \(v)r/
w-— o~ Rs o o} ©
Rs
N
X/§/\Y o fo)
R § N, o |F! o)
1IN - P
N . W \M:n (|)
Rz
e x Rs o o) ©
I / R4 O
Riw N
_ NJ‘\MD{ W
R2
XY WS Ra ° °
L Re
Rs
7z
RS
(XXV)
en donde

]

m, m’, m”’, n n,n" p,p,p,rrr

,S,s,s", t u v, X1, X2, X3, R1-R5, W, X, Y y Z son como se han descrito
previamente.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXIV) como se define anteriormente.
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Otra forma de realizacién se dirige a un compuesto de férmula (XXIV) en donde el agente de selectividad es sertralina, p
yp'son5nyn'son2, mym'son6,ryrson4,sys’son1,tyvson0y Xy X representan C(O)NH. Otra forma de
realizacion se refiere a un compuesto de féormula (XXIV) en donde el agente de selectividad es sertralina, py p’ son 5, n
yn'son2, mym’'son6,res2,res0,ses1,s’es0,tyvson0yXy X representan CHa.

Una forma de realizacién particular se dirige a un compuesto de férmula (XXV) como se define anteriormente.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXV) en donde el agente de selectividad es
sertralina, p, p'yp’son5,n,nyn”son2, m,mym”son6,r,ryr’son3,s,s’ys”son1,tes1,ves0yX, X'y X’
representan O. Otra forma de realizacion se refiere a un compuesto de férmula (XXV) en donde el agente de
selectividad es sertralina, p, p’yp”’son5,n,n"yn”son2, m,mym”son6,r,ryr’son3,s,s'ys’son1,tes1,ues
3,ves 1y X, X'y X" representan O.

ii. Sintesis usando un acido nucleico carboxil-derivado y sertralina amino-derivada

En otra forma de realizacion, el conjugado de la invencion se obtiene por la conjugacion de un agente de selectividad
amino-derivado y un oligonucleoétido carboxil-derivado.

En una forma de realizacion particular, el derivado activado del agente de selectividad es un compuesto de férmula (VII):

NH,

e
/
pz4
@)
&
o

TN

XXy
vy
en donde
R1, Rz, R3, Rs y Rs se seleccionan independientemente de hidrogeno y alquilo C+-Ce;

X e Y se seleccionan independientemente de hidrégeno, halégeno, alquilo C4-Cs, haloalquilo C4-C3, OR? y SRb, en
donde R? y R® se seleccionan independientemente de alquilo C1-Cs y arilo Ce-Cig;

W se selecciona de hidrégeno, halogeno, CN, NO2, alquilo Ci-Cs, haloalquilo C1-Cs, NR°R?, SO.NR°R’, NRSO,R",
COR', en donde R®, R?, R®, R", R%, R"y R' se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo C4-Cs;

p se seleccionade 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12y 13.

Segun una forma de realizacion particular, el compuesto activado de formula (1) es el compuesto (3) como se describe
anteriormente:

g .
cl

Cl

Se pueden preparar compuestos de formula (V1) como se describe anteriormente por una secuencia de pasos que
comprenden:
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(i) hacer reaccionar un compuesto de férmula (1V)

con un agente acilante de férmula (V):

5 en donde p es como se define anteriormente, Z es halégeno u OH y PG es un grupo protector amina para dar un
compuesto de férmula (V1)

(V1)

Grupos protectores cominmente usados para aminas incluyen carbamatos, tales como carbamatos de terc-butilo,
bencilo, 2,2,2-tricloroetilo, 2-trimetilsililetilo, 9H-fluorenilmetilo (Fmoc), alilo o nitrofenilo; amidas, tales como formamidas,

10 acetamidas, trifluoroacetamidas, sulfonamidas, trifluorometanosulfonil amidas or terc-butilsulfonil amidas; y aril or
arilaquilaminas, tales como p-metoxifenil, bencil, p-metoxibencil, 3,4-dimetoxibencil, dimetoxitriti o monometoxitritil
aminas. En una forma de realizacion particular, el agente acilante de féormula (VII) es acido 9H-fluorenilmetoxicarbonil-6-
aminohexanoico.

Los compuestos de formula (lll) se pueden preparar a su vez por ejemplo como se ha descrito anteriormente.

15 (i) desproteger el grupo protector amino en el compuesto de férmula (VI) para dar un compuesto de formula (VII):
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YN

Xy
(Vi)

El experto en la materia conoce las condiciones adecuadas de desproteccion, por ejemplo en Protecting Groups in
Organic Synthesis (Wuts, P.G.M. y Greene T.W., 4 Ed. Wiley-Interscience) y en Protecting Groups (Kocienski P.J., 3
Ed. Georg Thieme Verlag). En una forma de realizacion particular, el grupo protector se elimina en presencia de una
amina, tal como piperidina, morfolina, diciclohexilamina, diisopropiletilamina o dimetilaminopiridina, preferiblemente en
presencia de piperidina.

En una forma de realizacion preferida, el agente de selectividad amino-modificado corresponde al compuesto (3).

o]

Me\NMNH2

O al 3)

Cl

La hebra de ARNip que se va a unir al agente de selectividad se forma mediante sintesis de fase solida paso a paso en
un soporte solido siguiendo el método divulgado en “Oligonucleotide synthesis, a practical approach.” editado por M.J.
Gait. IRL Press-1985.

Para conjugar el ligando de selectividad, el oligonucledtido necesita estar carboxiderivado. Esto se puede hacer en el
extremo 5’ o en el 3'. En una forma de realizacion preferida el ligando de selectividad se une al extremo 5'.

Segun una forma de realizacion, los conjugados de férmula (XIV) se pueden preparar haciendo reaccionar un
compuesto de férmula (VII) como se ha descrito anteriormente y un oligonucleétido carboxi-modificado de férmula (XV):

o)
I COOH
3’-OH—[OIigonucIeétido]—O—FF—O—H;
o)
&)
(XV)

El procedimiento general para activar un oligonucleétido usando un enlazador carboxilo un modificador sera tipicamente
segun el esquema siguiente:
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@)
OH-5'-Oligonucleotido-CPG + N-
gonu Q O 0P,
o O O—CNEt
0
(I? 0
Oli ledtid —P—O\/\/\/\/\)J\
igonucleétido , O—N
HO
0

Método general de sintesis del oligonucleétido carboximodificado:

(i) preparar una solucion de molécula modificadora en acetonitrilo anhidrido y colocarla en un depdsito extra en el
sintetizador (Y)

(i) al inicio de la sintesis de la secuencia de oligonucleétido requerida, afiadir la base Y en el extremo 5'. Esto
permitira que la molécula enlazadora/modificadora del depdsito Y se acople al extremo de la secuencia del
oligonucledtido

(iii) iniciar la sintesis usando el ciclo de acoplamiento adecuado. El mismo ciclo de acoplamiento se usara para
llevar a cabo el acoplamiento de la molécula enlazadora/modificadora

(iv) al final de la sintesis del oligonucleétido, lavar el soporte y por ultimo secar el soporte con gas

(v) eliminar el soporte sélido de la columna y transferirlo a un vial con tapa de rosca y completar la desproteccion
de 2 pasos.

El oligonucledtido carboximodificado se debe desproteger para la conjugacion adicional con el agente de selectividad.
Para este fin todos los grupos protectores restantes en el oligonucleétido se eliminan como sigue. Se afiadieron 500 pl
de una mezcla que contiene el 20% v/v de metilamina (solucién acuosa al 40%) y el 80% v/v de una solucién saturada
de amoniaco (que contiene del 30-32% peso/volumen de NH3) a un tubo Eppendorf con el oligonucleétido (escala 200
nmoles). El tubo se cerré6 herméticamente y se calentdé durante 45 minutos a una temperatura de 65°C. Este
procedimiento elimina los grupos protectores en el atomo de fésforo de los nucleétidos (acetilacion o benzoilacion de la
furanosa y la 2-cianoetilacion de los enlaces fosfodiéster) y los grupos protectores de los grupos amino exociclicos (Bz,
Ac, IBu). La mezcla se enfrié después y se filtré y el sobrenadante se secd. El precipitado residual se hizo reaccionar
con trietilamina-HF 1 M durante 3 horas a 65°C para cortar los grupos protectores en 2’ de los nucleoétidos (2-t-butil
dimetil sillo - TBDMS). Por ultimo, la solucion resultante se desalé en una columna de Sephadex, dejando un
oligonucledtido 5’-carboximodificado.

En una forma de realizacion preferida, el oligonucleétido puede comprender una secuencia seleccionada del grupo de
SEQID NO: 5a12.

El oligonucleodtido carboxil-activado se hace reaccionar después con el derivado activado de un agente de selectividad
de férmula (VII) como se define anteriormente. Se obtiene un compuesto que tiene la formula general:
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O
[l
(CHy);,— O—P—0-0ligonucledtido

R )WH
WY 8

W A Ra °
T R,
Rs
~ ]
YN
Xy
(XIV)

En una forma de realizacion particular, el conjugado tiene la estructura

o]
H [l
Me\NMNY(CH2)6—O—F|>—O—OIigonucIec')tido

o

O

H [l
Me\N)J\/\/\/NY(CH2)9—O—F|>—O—Oligonuclec')tido

o

U
Cl

Cl

En una forma de realizacion, el oligonucleétido se hace reaccionar primero con una fosforamidita bivalente o trivalente
para dar un compuesto de formula (XX) o (XXI) como se define previamente. Los compuestos de formula (XX) y (XXI)
se desprotegen después, si es necesario, y se hacen reaccionar con un modificador carboxi para dar un compuesto de

férmula (XXVI) o (XXVII), respectivamente:
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I
HOOC O—P—0 X!
IS v !
e)
1) , O/eﬁﬁ\o—OIigonucIeétido-OH-B'
| ) !
HOOC O0—P—0 X2
I <A N
o)
e)
(XXVI)
1
HOOC O—P—O0 X!
oY
o}
€]
1
HOOC\M/'O_T_O\(\{XZ O/€\>D>\O—OIigonucleétido-OH-3‘
m O ' v
©
1 b
Hooc\Mm/o—T—o\(v)r/x3
" ! g
e)

(XXVII)
en donde
mm,m’,r,r,r’,s,s,s”’tu.yv, X1, X2y X3 son como se han definido previamente.

Los compuestos de formula (XXVI) y (XXVII) se pueden hacer reaccionar adicionalmente con un compuesto de férmula
(VI), para dar conjugados (XXVIII) y (XXIX), respectivamente:
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2
/
zT

O%C—Oligonucleétido-OH-3'
v

(XXVIIN)

o/Hmj\o—0|igonuc|eétido-0H-3'
v

(XXIX)

en donde
mm,m’,p,p,p’,r,rr,ss,s’ tuv, X1, X2, X3, R1-R5, W, X, Y y Z son como se han descrito previamente.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXVIIl) como se define anteriormente.
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Una forma de realizacién particular se dirige a un compuesto de formula (XXVIII) en donde el agente de selectividad es
sertralina,py p’son5, mym’son6,ryr son4,sys’son1,tyvsonO0, Xy X representan C(O)NH. Otra forma de
realizacion se refiere a un compuesto de férmula (XXVIII) en donde el agente de selectividad es sertralina, py p’ son 5,
mym’'son6,res2,res0,ses1,s’es0,tyvson0y Xy X representan CH,. Una forma de realizacién particular se
dirige a un compuesto de férmula (XXVIII) en donde el agente de selectividad es sertralina, py p’son 5, mym’son 9, r
yrson4,sys’'son1,tyvsonO0, Xy X representan C(O)NH. Otra forma de realizacion se refiere a un compuesto de
férmula (XXVIII) en donde el agente de selectividad es sertralina,py p’son5 mym’'son9,res2,res0,ses 1,s’ es
0,tyvson0yXy X representan CH..

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de férmula (XXIX) como se define anteriormente.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXIX) en donde el agente de selectividad es
sertralina, p,p’yp’son5 m,mym”son6,r,ryr'son3,s,s’ys”son1,tes1,ves0yX, X yX”representan O.
Otra forma de realizacion se refiere a un compuesto de féormula (XXIX) en donde el agente de selectividad es sertralina,
p,pyp’son5 mmym’son6,r,rryr'son3,s,s’ys’son1,tes1,ues3,ves1yX, Xy X"’ representan O.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXIX) en donde el agente de selectividad es
sertralina, p, p’yp”’son5, m,mym”son9,r,ryr’son3,s,s’ys”son1,tes1,ves0yX, Xy X" representan O.
Otra forma de realizacion se refiere a un compuesto de férmula (XXIX) en donde el agente de selectividad es sertralina,
p,pyp’son5 mmym’son9,r,ryrson3,s,s’ys’son1,tes1,ues3,ves1yX, Xy X"’ representan O.

iii. Sintesis usando un acido nucleico carboxil-derivado y nomifensina amino-derivada

La nomifensina y analogos de la misma contienen un grupo amino que se podria usar en principio para acoplar a un
oligonucledtido carboxi-modificado. Sin embargo, el grupo amino esta directamente acoplado a un anillo aromatico, que
produce una reactividad disminuida e impedimento estérico. De esta manera, se prepara nomifensina o variante de la
misma amino-modificada que tiene la férmula (XVI)

(0]
NH,

RN ,
Ral N AN

| Rs
R 7
Rz

Ry’
(XVI)

en donde R; representa hidrégeno, un grupo alquilo de C4-Cs 0 un grupo bencilo
Rz representa hidrégeno, grupos metilo, cloro o flior

R2’ representa hidrogeno, metilo, metoxi, hidroxilo o atomos de halégeno,

R3 y R4 representan hidrégeno, un grupo alquilo de C+-Cs

Rs representa hidrégeno, cloro o grupo metoxi en la posiciéon 506y

p es 2-6.

En una forma de realizacion particular, el derivado activado de un agente de selectividad es un compuesto (5) en donde
R1, Rz, R2, R3 ¥y Rs son Hy R4 es metilo.
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o)

HNJJ\/\/\/NHZ

G)

Segun una forma de realizacion, los compuestos de formula (XVI) se pueden preparar mediante una secuencia que
comprende:

a) hacer reaccionar un compuesto de férmula (XVII)

NHR;
R
4\N AN
Rs
R; =
Rz
R,'
(XVII)
y un agente acilante de formula (V):
O
)%/NH—PG
z p
V)

en donde p es como se ha definido anteriormente, Z es halégeno u OH y PG es un grupo protector amino para dar un
compuesto de férmula (XVIII)
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(0]
R H PG
1 .
Ra N AN
| Rs
/
Rs3
Ry
R,
(XVIII)

Grupos protectores cominmente usados para aminas incluyen carbamatos, tales como carbamatos de terc-butilo,
bencilo, 2,2,2-tricloroetilo, 2-trimetilsililetilo, 9H-fluorenilmetilo (Fmoc), alilo o nitrofenilo; amidas, tales como formamidas,
acetamidas, trifluoroacetamidas, sulfonamidas, trifluorometanosulfonil amidas or terc-butilsulfonil amidas; y aril or
arilaquilaminas, tales como p-metoxifenil, bencil, p-metoxibencil, 3,4-dimetoxibencil, dimetoxitriti o monometoxitritil
aminas. En una forma de realizacion particular, el agente acilante de férmula (V) es acido 9H-fluorenilmetoxicarbonil-6-
aminohexanoico.

Los compuestos de férmula (XVII) se pueden preparar a su vez por ejemplo como se describe en US4185105. En
particular, cuando el compuesto de féormula (lll) es nomifensina, se puede obtener del clorhidrato correspondiente
(comercialmente disponible) por tratamiento con una base adecuada, incluyendo bases organicas o inorganicas tales
como carbonatos o hidroxidos alcalinos o alcalinotérreos, amoniaco o aminas, tales como trimetilamina, trietilamina,
diisopropiletilamina, piridina, piperidina, morfolina y similares.

b) desproteger el grupo protector amino en el compuesto de férmula (XVIII) para dar un compuesto de formula (XIX):

(0]
/‘\(\/)/ NH,
RN )
Rl N AN
| Ry
R 7
R;
R,'
(XVI)

El experto en la materia conoce las condiciones adecuadas de desproteccion, por ejemplo en Protecting Groups in
Organic Synthesis (Wuts, P.G.M. y Greene T.W., 4 Ed. Wiley-Interscience) y en Protecting Groups (Kocienski P.J., 3
Ed. Georg Thieme Verlag). En una forma de realizacion particular, el grupo protector se elimina en presencia de una
amina, tal como piperidina, morfolina, diciclohexilamina, diisopropiletiiamina o dimetilaminopiridina, preferiblemente en
presencia de piperidina.

Segun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de férmula (XVIII),
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(0]
R MH PG
1~ —
N p
R4\N AN
| Rs
/
R3
R;
R,'
(XVIII)

en donde R1-R5, X, Y, W, py PG son como se han definido previamente. En una forma de realizacion preferida, R' es
metilo, R%R® son hidréogeno, X e Y son cloro, W es hidrogeno, p es 5 y PG es 9H-fluorenilmetoxicarbonilo. Mas
preferiblemente, el compuesto de férmula (XVIII) es el compuesto (8)

o)
)W\/H
N
HN .
o)
~

®

El acido nucleico que se va a unir al agente de selectividad se forma mediante sintesis de fase sdélida paso a paso en un
soporte solido siguiendo el método divulgado en “Oligonucleotide synthesis, a practical approach.” editado por M.J. Gait.
IRL Press-1985.

Para conjugar el ligando de selectividad, el oligonucledtido necesita estar carboxiderivado. Esto se puede hacer en el
10 extremo 5’ o en el 3'. En una forma de realizacion preferida el ligando de selectividad se une al extremo 5'.

Segun una forma de realizacion, los conjugados de férmula (XVI) se pueden preparar haciendo reaccionar un
compuesto de férmula (XIX) como se ha descrito anteriormente y un oligonucleétido amino-modificado de férmula (XV):

_ B I COOH
3 -OH-[0||gonuc|eot|do]-o—F|>—o—é/)fn

0
©

(XV)
en donde mesde 2 a6.
15 La activacion del oligonucleétido usando un grupo carboxi se hace como se ha explicado anteriormente.

En una forma de realizacion preferida, el oligonucleétido que se va a acoplar a nomifensina o derivado de la misma se
selcciona del grupo que consiste en:

(i) un acido nucleico que es complementario a alfa-sinucleina, preferiblemente un acido nucleico que comprende
una secuencia seleccionada de cualquiera de SEQ ID NO: 16-36;
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(i) un acido nucleico que es complementario a BAX, preferiblemente un acido nucleico que comprende una
secuencia de SEQ ID NO: 38;

(iii) un acido nucleico que es complmentario a tau
(iv) un acido nucleico que es complementario a NET y

5 (v) un acido nucleico que es complementario a huntingtina, preferiblemente un acido nucleico que comprende una
secuencia seleccionada de cualquiera de SEQ ID NO: 39-55.

El oligonucleodtido carboxil-activado se hace reaccionar después con el derivado activado de un agente de selectividad
de férmula (XVI) como se ha definido anteriormente lo que da un compuesto de estructura general:

@) @)
H I _ B
R1\N N (CHz)m-—O—F|’—O—[OI|gonucleotldo]-OH-3'
p
i Y |
4\N \ e)
o
R
R2

R,
(XIX)

10 En una forma de realizacion preferida, el conjugado tiene la estructura

0 0

HNMHW‘D—

\N O (0]
o

En otra forma de realizacién preferida, el conjugado tiene la estructura

Fl’—O—[Oligonucleétido]-OH-B'
o

0

HN b~ | _ .
0] F|’ O—{[Oligonucleétido]-OH-3'

h O e

En una forma de realizacion particular, el compuesto de férmula (XVI) se hace reaccionar con un compuesto de formula
15 (XXVI) o (XXVII), para dar conjugados (XXX) y (XXXI), repectivamente:
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OX%)/\O—OHQOnucleétido-OH-3’

OX$D>\O—OIigonucIeétido-OH-3’
v

(XXXI)
en donde

mm, m’,p,p,p’,r,rr,s,s, s’ tu,yv, X1, X2, x3 y R'-R® son como se ha descrito previamente.
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Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de férmula (XXX) como se define anteriormente.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXX) en donde el agente de selectividad es
nomifensina, py p’son 5, mym’'son6,ryrson4,sys’'son1,tyvson0, Xy X representan C(O)NH. Otra forma de
realizacion se refiere a un compuesto de formula (XXVIIl) en donde el agente de selectividad es nomifensina, p y p’ son
5,mym son6,res2,res0,ses1,s’es0,tyvson0yXy X representan CHs.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXX) en donde el agente de selectividad es
nomifensina, py p’son 5, mym’'son 9,ryrson4,sys’'son1,tyvsonO0, Xy X representan C(O)NH. Otra forma de
realizacion se refiere a un compuesto de formula (XXVIII) en donde el agente de selectividad es nomifensina, p y p’ son
5,;mymson9,res2,res0,ses1,s es0,tyvson0yXy X representan CH.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de férmula (XXXI) como se define anteriormente.

Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXXI) en donde el agente de selectividad es
nomifensina, p, p’yp’son5 m,m'ym”son6,r,ryr’son3,s,s’ys”son1,tes1,ves0y X, X'y X" representan O.
Otra forma de realizacién se refiere a un compuesto de formula (XXXI) en donde el agente de selectividad es
nomifensina, p, p’y p”son 5, m, mym” son 6, r,r yr’son 3,s,s’ys”’son1,tes1,ues3,ves1y X, X yX’
representan O. Una forma de realizacion particular se dirige a un compuesto de formula (XXXI) en donde el agente de
selectividad es nomifensina, p,p’yp”’son5, m,mym”son9,r,ryr’son3,s,s'ys’son1,tes1,ves0yX, X'y X"
representan O. Otra forma de realizacion se refiere a un compuesto de férmula (XXXI) en donde el agente de
selectividad es nomifensina, p, p’yp”’son 5, m,mym”son9,r,ryr’son3,s,s'ys”son1,tes1,ues3,ves1yX,
X'y X” representan O.

iv. Sintesis de un oligonucleétido doble derivado usando un acido nucleico carboxil-derivado, un enlazador bifuncional,
nomifensina aminoderivada y sertralina aminoderivada

Los grupos protectores de hidroxi PG, PG’ y PG” en los compuestos de formula (XX) y (XXI) pueden ser similares o
diferentes.

En una forma de realizacién particular, PG y PG’ en el compuesto de formula (XX) son diferentes, de modo que se
pueden desproteger independientemente y el compuesto de férmula (XX) se puede acoplar si se desea con dos agentes
de selectividad activados diferentes.

En una forma de realizacién particular, un compuesto de férmula (XX) en donde PG y PG’ son diferentes, se hace
reaccionar secuencialmente con un modificador de carboxi y después con un compuesto de férmula (VII) mientras que
la otra posicion de acoplamiento se hace reaccionar con un modificador de carboxi y después con un compuesto de
férmula (XVI), para dar un conjugado de formula (XXXII)

OX\)DZ%O—OHQOnucleétido-OH-3’

(XXXI1)
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endondem,m’, p,p,r,r,s, s, tu,v, X1, X2 y R1-R5, X, Y y Z son como se ha descrito previamente.

En una forma de realizacion preferida, el compuesto de formula (XX) en donde PG y PG’ son diferentes, se hace

reaccionar secuencialmente con un modificador de carboxi y después con un compuesto de férmula (10) mientras que la

otra posicion de acoplamiento se hace reaccionar con un modificador de carboxi y después con un compuesto de
5 férmula (11), para dar un conjugado de formula (XXXlla)

OX\}D>\O—OIigonucIeétido-OH-S‘
v

Cl )s‘

cl o H o 32
HN 5 Y%\O—T—o g
\N ‘ 0 8

endonder,r,s, s’ t,u,v, X' y X2 son como se ha descrito previamente.

(XXXlla)

En una forma de realizacion particular, r y r son 4, sy s son 1,ty vson 0y Xy X representan C(O)NH en los
10 compuestos de férmula (XXXII) o (XXXlla).

En una forma de realizacion particular de la invencion, el compuesto de formula (XX) en donde PG y PG’ son diferentes,
es un compuesto de formula (XXa)

Fmoc—0
O
NH
O—-0Oligonucledtido-OH-3'
NH
@]
DMT-0O
(XXa)

15 En una forma de realizacion preferida, el compuesto de formula (XXXlla) tiene la siguiente formula
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(0]
HN H ﬁ
5 WO—T—O o
(0] o
Q
NH
‘ O—O0ligonucleétido-OH-3'
Cl
cl NH
(@]
H (0]
N | o
HN 5 9 “O—P—O0
|
\N o o
S]

(12)

En una forma de realizacion particular, la invencién se dirige a un compuesto de formula (XXXII) y (XXXlla) en donde m,
m,p,p,rr,s s, tuv, X1, X2 y R1-R5, X, Yy Z son como se ha descrito previamente.

5 En una forma de realizacion preferida, la invencion se refiere al compuesto (12) como se define anteriormente.

E.2. Sintesis de conjugados que comprenden un acido nucleico y un grupo protector unido al extremo 5’

La sintesis empieza afiadiendo el grupo protector a la primera hebra. En donde el grupo protector esta formado por una
pluralidad de grupos, los diferentes grupos que forman parte de los grupos protectores se afiaden al acido nucleico
usando un planteamiento similar al usado cuando se afaden nucleétidos a un acido nucleico preexistente, es decir, los
10 grupos a ser afiadidos primero se activan para aumentar la reactividad de los grupos hidroxi libres. Los reactivos
activadores adecuados incluyen, sin limitacion, un compuesto fosforotioato, un compuesto carbamato, un compuesto
metil-fosfonato, un compuesto de guanidinio, un compuesto sulfamato, un compuesto sulfamida, un compuesto
formacetal, un compuesto tioformacetal, un compuesto sulfona, un compuesto fosforamidato. En una forma de
realizacion preferida, los grupos del grupo protector se activan con un compuesto fosforamidita y mezclas del mismo.

15 Los fosforamidatos tipicos adecuados para la activacion de grupos OH libres son, por ejemplo, (2-cianoetil)-N,N,N’,N’-
tetradiisopropilfosforodiamidita de férmula:

N T N <

O—(CH,)CN

20 y (2-cianoetil)-N-diisopropil, N’-alquilaminofosforamidita de formula:
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DMTO

O—P—N(iPr),
O—(CH,),—CN
endonde nes de 6 a12.
Una reaccion tipica implica los siguientes pasos:

A) Se hace reaccionar una unidad furanosa (la estequiometria adecuada sera evidente para el experto en la materia)
con cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo (DMTr-Cl) en condiciones que favorecen la reaccion solo en posiciones de grupos
hidroxilo primarios. Después, los grupos hidroxilo restantes se hacen reaccionar con un grupo protector de acetilacion o
benzoilacién. Tipicamente, la furanosa activada tiene la estructura:

DMTO
O

O—P—N(iPr),
O_(CHz)z_CN

B) Se forma una hebra de un ARNip (que puede ser la hebra sentido (s) o la hebra antisentido (a)) de interés mediante
sintesis en fase soélida paso a paso en un soporte solido, donde el grupo 5’-OH de la subunidad terminal en la hebra en
crecimiento, que normalmente esta protegido por dimetoxitritilo (DMT), se coloca en condiciones acidas para eliminar el
grupo protector DMT del 5’-OH, mientras que las bases de purina y pirimidina se mantienen protegidas con (fluoren-9-
il)metoxicarbonilo (FMOC). Otros grupos protectores adecuados son compuestos que tienen un anillo de morfolina de 6
miembros unido a un compuesto fosforamidato, compuestos fosforotioato y grupos O-metil(oxometilo) y O-etil(oxoetilo).

C) El grupo 5-OH desprotegido de la hebra de ARNip se hace reaccionar con la furanosa reactiva del paso A),
obteniéndose asi un oligonucledtido primario conjugado. Por ultimo, se elimina el grupo protector DMT del hidroxilo
primario de la furanosa en condiciones acidas dejando un grupo 5-OH.

D) Se forma un monémero de alquilenglicol enlazador reactivo de C18 miembros (de aqui en adelante C+s) que tiene 6
monomeros de etilenglicol (12 atomos de carbono y 6 atomos de oxigeno) afiadiendo a un grupo OH terminal en
condiciones fosfitilantes un compuesto de fosforamidita, tal como el (2-cianoetil)-N,N’-diisopropilfosforamidita descrito
anteriormente.

Los compuestos de fosforamidita son especialmente utiles para la generacion de enlaces fosfodiéster como los
presentes en el esqueleto del polinucledtido u oligonucledtido. Otros compuestos adecuados para hacer reactivo el
polietilenglicol son compuestos que tienen un anillo de morfolina de 6 miembros unido a un compuesto de fosforamidato,
compuestos fosforotioato y grupos O-metil(oxometilo) y O-etil(oxoetilo).

Tipicamente, el mondmero de alquilenglicol (C1s) reactivo que tiene 6 mondmeros de etilenglicol tiene la estructura
DMTO_(CH2)2_O_(CH2CH20)4_ (CH2)2_(|)
(i‘Pr)zN_P_CHz_CHz_CN

E) El grupo 5’-OH desprotegido de furanosa-hebra de ARNip se hace reaccionar con el monémero de alquilenglicol (C1g)
reactivo del paso D), obteniéndose asi un oligonucleétido secundario conjugado que tiene la formula:

DMT-alquilenglicol (C1g)-fosfodiéster-furanosa-fosfodiéster-hebra de ARN.

F) El grupo protector DMT del hidroxilo primario del alquilenglicol (C+s) se elimina en condiciones acidas dejando un
grupo 5-OH.

82



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 638 309 T3

G) El grupo 5-OH desprotegido de alquilenglicol (Cis)-fosfodiéster-furanosa-fosfodiéster-hebra de ARN se hace
reaccionar con un segundo monomero de (C4g) alquilenglicol reactivo como en el paso D), obteniéndose asi un tercer
oligonucledtido conjugado que tiene la formula

DMT-alquilenglicol (C1s)-fosfodiéster-alquilenglicol (C1s)-fosfodiéster-furanosa-fosfodiéster- hebra de ARN.

H) El grupo protector DMT del hidroxilo primario del alquilenglicol (C+s) final se elimina en condiciones acidas dejando un
grupo 5’-OH para manipulaciones adicionales.

Cuando el grupo protector contiene un grupo lipidico, el método para obtener la construccion de oligonucledtido segun la
invencion incluye un paso adicional entre los pasos H) e 1), en donde se une un grupo lipidico, preferiblemente en forma
de un éster, amina, tiol o acido activo de un acido graso al grupo terminal (la furanosa o el alquilenglicol C18, seguin sea
el caso). El experto en la materia puede elegir las condiciones, reactivos, etc. apropiados para llevar a cabo dicho paso,
dependiendo de la naturaleza del lipido y dicho grupo. Las condiciones preferidas consisten en la derivacion de acidos
grasos con quimica de fosforamidita para crear una molécula activada que se puede condensar mediante un enlace
fosfodiéster a la construccion de oligonucleétido mediante el 5’-OH o 3’-OH terminal libre.

E.3. Sintesis del ARNip hibridando el conjugado que comprende un primer acido nucleico y un grupo protector unido al
extremo 5’ y un conjugado que comprende |la hebra complementaria de acido nucleico y un ISRS unido al 5’

La hebra complementaria del ARNip conjugado al ISRS obtenido como se describe anteriormente en E.1. se hibrida con
la hebra modificada de ARNip obtenida como se define en E.2. Para este fin todos los grupos protectores restantes en
las hebras de ARN se eliminan previamente como sigue. Se afadieron 500 pyl de una mezcla que contiene el 20% v/v de
metilamina (solucion acuosa al 40%) y el 80% v/v de una solucién saturada de amoniaco, 30 (que contiene el 30-32%
peso/volumen de NH3) a un tubo Eppendorf con el ARNip (escala 200 nmoles). El tubo se cerré6 herméticamente y se
calento6 durante 45 minutos a una temperatura de 65°C. Este procedimiento elimina los grupos protectores en el atomo
de fosforo de los nucledtidos (acetilacion o benzoilacion de la furanosa y la 2-cianometilacion de los enlaces
fosfodiéster) y los grupos protectores de los grupos amino exociclicos (FMOC). La mezcla se enfrié después y se filtré y
el sobrenadante se seco. El precipitado residual se hizo reaccionar con trietilamina-HF 1 M durante 3 horas a 65°C para
cortar los grupos protectores en 2’ de los nucleétidos (2’-t-butil dimetil sililo - TBDMS). Por ultimo, la solucion resultante
se desal6 en una columna de Sephadex.

Las condiciones de hibridacion de acido nucleico adecuadas para la formacién de tales estructuras bicatenarias se
describen por Joseph Sambrook, et al., (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., 2001) y Haymes, B. D., et al. (Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press,
Washington, D.C., 1985).

La eficacia de las construcciones de oligonucledtidos de la presente invencion se ejemplifica posteriormente. El ejemplo
2 demuestra que las secuencias oligonucleotidicas de ARNip de la invencion, con un furanosa y dos alquilenglicol C1g
unidas a una hebra del ARNip y una molécula de sertralina unida a la otra hebra a través de un brazo enlazador,
bloquearon la expresion del 5-HT1aR presinaptico diana en un mayor grado que el ARNip correspondiente en su forma
desnuda.

F. Conjugados diagnésticos y usos de los mismos

La posibilidad de distribuir especificamente los compuestos terapéuticos a una célula diana usando agentes de
selectividad capaces de unirse con alta afinidad a transportadores de neurotransmisores también se puede aplicar a la
distribucion de compuestos que se pueden usar para fines diagndsticos. De esta manera, en otra forma de realizacion,
también se divulgan conjugados que comprenden un

(i) al menos un agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transportador de
neurotransmisor y

(i) un agente de diagndstico por imagenes.

Los términos “agente de selectividad” y “transportador de neurotransmisor” se han descrito en detalle anteriormente y se
pueden entender igualmente para los conjugados diagnésticos divulgados aqui.

Los términos “agente de diagnostico por imagenes” y “agente de contraste”, se usan aqui de forma intercambiable y se
refiere a un compuesto biocompatible cuyo uso facilita la diferenciacion de diferentes partes de la imagen aumentando
el “contraste” entre esas regiones diferentes de la imagen. El término “agentes de contraste” abarca asi agentes que se
usan para aumentar la calidad de una imagen que puede generarse no obstante en ausencia de tal agente (como es el
caso, por ejemplo, en RM), asi como agentes que son prerrequisitos para la generacion de una imagen (como es el
caso, por ejemplo, en gammagrafia). Los agentes de contraste adecuados incluyen, sin limitacion, agentes de contraste
para gammagrafia, para tomografia computerizada, para espectroscopia Raman, para diagndstico por imagenes de
resonancia magnética (RM) y para diagnostico por imagenes Opticas.
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Los agentes de contraste para gammagrafla |ncluyen radiofarmacos que se marcan normalmente con emisores de
positrones tales como e, PN, 18F ’Rb, Cuy ®Ga. Los radiofarmacos de SPECT normalmente se marcan con
emisores de positrones tales como “mTc, 201TI y ~'Ga. Las modalidades de gammagrafia (tomografia de emision de
positrones (PET), tomografia computerizada de emisién de foton unico (SPECT)) son técnicas de diagndstico por
imagenes de secciones transversales que mapean la localizacion y concentracion de radiotrazadores marcados con
radionuclidos. Se pueden usar PET y SPECT para localizar y caracterizar un radionuclido midiendo la actividad
metabolica. PET y SPECT proporcionan informacion que esta relacionada con informacion al nivel celular tal como
viabilidad celular. En PET, un paciente ingiere o se le inyecta una sustancia ligeramente radioactiva que emite
positrones, que se puede seguir segun la sustancia se mueve a través del cuerpo. En una aplicacién comun, por
ejemplo, a los pacientes se les da glucosa con emisores de positrones unidos, y se controlan sus cerebros segun
realizan varias tareas. Puesto que el cerebro usa glucosa cuando funciona, una imagen PET muestra dénde la actividad
cerebral es alta. También se divulgan métodos en donde se marca una célula ex vivo para diagnostico por imagen de
PET o SPECT in vivo. Muy relacionado con PET es la tomografia computerizada de emision de fotén unico o SPECT.
La diferencia principal entre las dos es que en lugar de una sustancia emisora de positrones, SPECT usa un trazador
radioactivo que emite fotones de baja energia.

Los agentes de contraste para imagenes de TAC incluyen, por ejemplo, medios de contraste yodados o bromados. Los
ejemplos de estos agentes incluyen yotalamato, yohexilo, diatrizoato, yopamidol, etiodol y yopanoato. También se han
descrito agentes de gadolinio para su uso como agentes de contraste de TAC (véase, por ejemplo, Henson et al., 2004).
Por ejemplo, se han usado como agentes de contraste de TAC agentes de gadopentato (discutido en Strunk y Schild,
2004). Se contempla la tomografia computerizada (TAC) como una modalidad de diagndstico por imagenes en el
contexto de la presente invencion. Tomando una serie de rayos X, algunas veces mas de mil, desde varios angulos y
después combinandolas con un ordenador, TAC hace posible construir una imagen tridimensional de cualquier parte del
cuerpo. Se programa un ordenador para que muestre secciones bidimensionales desde cualquier angulo y a cualquier
profundidad. En TAC, la inyeccion intravenosa de un agente de contraste radioopaco tal como los descritos aqui puede
ayudar en la identificacion y delineacion de masas de tejido blando cuando los escaneres iniciales de TAC no son
diagndsticos.

Los agentes de contraste para imagenes opticas incluyen, por ejemplo, fluoresceina, un derivado de fluoresceina, verde
indocianina, verde Oregon, un derivado de verde Oregdn, verde rodamina, un derivado de verde rodamina, una eosina,
una eritrosina, rojo Texas, un derivado de rojo Texas, verde malaquita, éster sulfosuccinimidilico de nanooro, azul
cascada, un derivado de cumarina, un naftaleno, un derivado de piridiloxazol, colorante amarillo cascada, colorante
dapoxilo y varios otros compuestos fluorescentes divulgados aqui.

El agente de contraste es un compuesto que es capaz de ser transformado en imagen por un aparato de resonancia
magnética. Los agentes de contraste que pueden ser transformados en imagen por un aparato de resonancia magnética
se diferencian de los usados en otras técnicas de diagndstico por imagen. Su propésito es ayudar a distinguir entre
componentes tisulares con caracteristicas de sefial idénticas y acortar los tiempos de relajacion (que producira una
sefial mas fuerte en las imagenes de RM de eco del espin potenciada en T1 y una sefial menos intensa en imagenes
potenciadas en T2). Los ejemplos de agentes de contraste para RM incluyen quelatos de gadolinio, quelatos de
manganeso quelatos de cromo y particulas de hierro. En otra forma de realizacion particular el agente de contraste de
RM es F. Tanto TAC como RM proporcionan informaciéon anatdmica que ayuda a distinguir limites de tejidos.
Comparada con TAC, las desventajas de la RM incluyen tolerancia menor de los pacientes, contraindicaciones en
marcapasos Yy algunos otros dispositivos metalicos implantados, y artefactos relaciones con multiples causas, no siendo
la menor el movimiento. TAC, por otro lado, es rapida, bien tolerada y facilmente disponible pero tiene menor resolucion
de contraste que la RM y requiere contraste yodado y radiacion ionizante. Una desventaja tanto de TAC como de RM es
que ninguna modalidad de imagenes proporciona informacion funcional al nivel celular. Por ejemplo, ninguna modalidad
proporciona informacion respecto a la viabilidad celular. El diagnéstico por imagenes de resonancia magnética (RM) es
una modalidad de diagnéstico por imagenes que es mas nueva que TAC y usa un iman de alta potencia y sefiales de
radiofrecuencia para producir imagenes. La especie molecular mas abundante en los tejidos biolégicos es agua. Es el
“espin” mecanico cuantico de los nucleos de protones del agua el que por ultimo da lugar a la sefial en experimentos de
imagenes. En RM, la muestra que se va a transformar en imagenes se coloca en un campo magnético estatico fuerte (1-
2 Tesla) y los espines se excitan con un pulso de radiacion de radiofrecuencia (RF) para producir una magnetizacion
neta en la muestra. Varios gradientes de campo magnético y otros pulsos de RF actuan en los espines para codificar
informacion espacial en las sefiales registradas. Recogiendo y analizando estas sefales, es posible calcular una imagen
tridimensional que, como la imagen de TAC, normalmente se muestra en secciones bidimensionales.

Los agentes de contraste de RM incluyen complejos de metales seleccionados del grupo que consiste en cromo (lll),
manganeso (I), hierro (ll1), hierro (Il), cobalto (l1), niquel (Il), cobre (II), neodimio (lll), samario (IIl), yterbio (lll), gadolinio
(1), vanadio (Il), terbio (ll1), disprosio (Ill), holmio (ll) y erbio (lll). En una forma de realizacion preferida, el compuesto
que se puede transformar en imagen por un aparato de resonancia magnética es un compuesto basado en gadolinio.

El término “compuesto basado en gadolinio”, como se usa aqui, significa, donde se usa con respecto a diagndstico por
imagenes, cualquier sustancia que contiene gadolinio administrable a un sujeto que produce un aumento intravascular.
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En otra forma de realizacion, el agente de contraste que contiene gadolinio se selecciona del grupo que consiste en
gadolinio, pentato de gadolinio y gadodiamida.

La cantidad de agente de contraste que contiene gadolinio a ser administrada varia en una cantidad de alrededor de 10
mg por kg de peso corporal. En otra forma de realizacion, la segunda imagen de resonancia magnética se adquiere
alrededor de 45 minutos después de administrar el agente de contraste que contiene gadolinio. También se divulga el
método descrito anteriormente que comprende ademas el paso de administrar por via intraperitoneal una solucién salina
(por ejemplo, solucién de Ringer) al sujeto, administracion que sigue al paso (c) o al paso (d).

También se divulga el uso de un conjugado definido anteriormente como agente diagnostico y métodos para la
deteccién de células que expresan el transportador del neurotransmisor en su superficie.

Dependiendo del tipo de célula de la que se tiene que hacer la imagen, los conjugados incorporaran uno o mas agentes
de selectividad. La siguiente tabla describe los agentes de selectividad que se pueden usar dependiendo del tipo de
célula del que se deben obtener imagenes.

Transportador de Agente de selectividad
neurotransmisor expresado

SERT IRSI (sertralina)
SERT IRSI (sertralina)
SERT IRSI (sertralina)
SERT IRSI (sertralina)
DAT, SERT o NET IRSDN (Triple bloqueador) o IRDN

(Nomifensina)

DAT, SERT o NET DAT, SERT o NET

IRSDN (Triple bloqueador) o IRDN
(Nomifensina)

DAT, SERT o NET IRSDN (Triple bloqueador) o IRDN
(Nomifensina)

NET NRI (Reboxetine)

NET NRI (Reboxetine), SDNRI, DNRI

DAT, SERT o NET IRSDN (Triple bloqueador) o IRDN

(Nomifensina)

DAT, SERT o NET IRSDN (Triple bloqueador) o IRDN
(Nomifensina)

También se divulgan métodos de diagndstico por imagenes multimodales. También se divulgan métodos de diagnostico
por imagenes a un sujeto o sitio en un sujeto usando multiples modalidades de diagndstico por imagen que implican
medir sefales multiples. Las sefiales multiples provienen de un Unico marcador sobre o en una célula. Como se ha
explicado anteriormente, se puede aplicar cualquier modalidad de diagnéstico por imagen que conozca el experto en la
materia en estas formas de realizacion de los presentes métodos de diagnéstico por imagen.

Las modalidades de diagnéstico por imagen se realizan a cualquier tiempo durante o después de la administracion de la
composicion marcada, por ejemplo, célula marcada. Por ejemplo, los estudios por imagenes se pueden realizar durante
la administracion de la célula marcada, es decir, para ayudar a guiar la distribucidon a una localizacién especifica, o a
cualquier tiempo después.

Se pueden realizar modalidades de diagnostico por imagen adicionales de forma concurrente con la primera modalidad
de diagnostico por imagen, o a cualquier tiempo después de la primera modalidad de diagnostico por imagen. Por
ejemplo, se pueden realizar modalidades de diagnéstico por imagen adicionales alrededor de 1 segundo, alrededor de 1
hora, alrededor de 1 dia, o cualquier periodo mas largo después de terminar la primera modalidad de diagnostico por
imagen, o a cualquier tiempo entre cualquiera de estos tiempos consignados. También se divulgan métodos donde se
realizan multiples modalidades de diagnoéstico por imagen concurrentemente de modo que empiezan al mismo tiempo
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después de la administracién de la célula o agente marcado. El experto en la materia estara familiarizado con la
realizacion de las varias modalidades de diagnéstico por imagen divulgadas aqui.

También se divulgan métodos por imagenes en donde se usa el mismo dispositivo de imagenes para realizar una
primera modalidad de diagndstico por imagen y una segunda modalidad de diagndstico por imagen. En otras formas de
realizacion, se usan diferentes dispositivos de diagndstico por imagen para realizar las diferentes modalidades de
diagndstico por imagen. El experto en la materia estara familiarizado con los dispositivos de diagndstico por imagen
disponibles para realizar las modalidades de diagndstico por la imagen descritas aqui.

También se divulgan métodos para imagenes de células usando una o mas modalidades de imagenes. En algunas
formas de realizacién las células se marcan con multiples agentes de diagndstico por imagen y en otros aspectos las
células se marcan con un Unico agente de marcaje. El agente de marcaje Unico puede ser un agente detectable de
multimodo.

Se proporcionan los siguientes ejemplos y figuras a modo de ilustracién y no se pretende que sean limitantes de la
presente invencion.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

Sintesis del conjugado de la invencién que comprende sertralina y un oligonucleétido

Sintesis de sertralina activada (4)

Se preparo sertralina activada como se muestra en el siguiente esquema.

o o
Me NH Fmoc Me< NH2
| NH-HCI
O =\ ol c 10

Me
N
,I Cl '
Cl
(3)

A.1. Sintesis del compuesto (1)

Se agité una mezcla de clorhidrato de sertralina (comercialmente disponible, 34 mg), acido 9H-fluorenilmetoxicarbonil-6-
aminohexanoico (Fmoc-ACA, 49 mg), DMF (2 ml), N-metil-morfolina (22 pl) y tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU, 68 mg) a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se siguié por TLC
(CH30H al 10%/CHCIs). La mezcla se evapord para producir un aceite espeso que se lavod adicionalmente con 3x5 ml
de Pet-éter. Se afiadieron 2 ml de agua al compuesto oleaginoso, el precipitado resultante se lavé con 2x10 ml de agua
de nuevo. El precipitado se disolvié con 20 ml de cloruro de metileno (DCM) y se desarrollé con 20 ml de solucion de
NaCl, después se seco sobre Na;SO4. La solucion se evapord a sequedad y después se seco en una bomba mecanica
para dar un sélido (129 mg de producto crudo). EL producto crudo se purificé mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con metanol al 1%/DCM, al 2%, después al 5%. Las fracciones se combinaron y se evaporaron a
sequedad. El producto se secé al vacio durante 6 horas para dar 90 mg del compuesto (1) puro.
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A.2. Sintesis del compuesto (2)

Se disolvid el compuesto (1) (90 mg) en 3 ml de piperidina al 20% en DCM durante 1 hora. La reaccién se sigui6 por
TLC (metanol al 10%/CHCI3). La mezcla se evaporo para dar un aceite que se lavé 3x10 ml con Per-éter. El compuesto
crudo resultante (54 mg) era lo suficiente puro para la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

A.3. Sintesis del compuesto (3)

Se agité una mezcla del compuesto (2) (54 mg), piridina (3 ml), anhidrido succinico (16 mg) y N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP, 18 mg) a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se siguié por TLC (DCM:metanol:acido
acético=85:10:5). Se afiadieron 10 ml de agua a la reaccion. La mezcla de reaccién se concentré6 a goma, después se
resuspendié en 10 ml de DCM. La fase organica se lavo 2x10 ml con una solucién de NaHCO3 al 5%, 10 ml de solucion
de acido citrico al 5% y 10 ml de solucién de salmuera. La solucién se secé sobre sulfato de sodio y se evaporo para dar
el compuesto (3) como una espuma blanca (46 mg).

A.4. Sintesis del compuesto (4)

Se agité una mezcla del compuesto (3) (46 mg), hidroxisuccinimida (13 mg), N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC, 60 pl) y
DCM (4 ml) a temperatura ambiente durante la noche y se siguié por TLC (metanol al 10%/CHCI3). La solucién se
evaporé a sequedad para dar 150 mg de sélido crudo. El compuesto crudo se purific6 mediante TLC preparativa
(espesor de 2 mm, 20X20 cm), la TLC se desarroll6 con metanol al 7%/CHCI; que contenia acido acético al 1%. Se
cortd la banda adecuada y se colocé en un embudo de filtracion. Después de eluir con metanol al 15%/CHCIs, la
solucion se evaporé a sequedad para dar 35 mg del compuesto (4) (HPLC puro al 98%).

B. Sintesis de los oligonucledtidos aminomodificados (5) y (6)

La sintesis se realiz6 en un sintetizador automatizado, usando enlazadores amino comercialmente disponibles 6-(4-
monometoxitritilamino)hexil-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita  (5'-MMT-C6-aminomodificador-CEP) y  6-
(trifluoroacetilamino)hexil-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (5'-TFA-C6-aminomodificador-CEP),
respectivamente.

0
[l NN
3'-OH-[Oligonuclec')tido]-O—Fl’—O H—MMT
S}
(%)

)
[ NN
3‘-0H-[Oligonuclec')tido]-O—Fl’—O H_TFA

0
©

W

(6)
Se siguieron los pasos siguientes:

1.  Se disolvieron los amino-enlazadores-CEP en acetonitrilo anhidrido (100 uM en 1 ml) en una atmdsfera inerte
(argén o nitrogeno). La solucién se colocd en un depdsito limpio extra (posicion 5-9 en el sintetizador Expedite
8900 o puerto sobrante en cualquier otro sintetizador). La linea se cebd manualmente durante unos pocos
segundos o usando el programa de cebado de modo que el tubo de distribucién se llenara con este reactivo.

2. Se escribio la secuencia deseada; el extremo 5’ tenia la posicion de base sobrante (5-9) de modo que el reactivo
modificador se incorpord en el ultimo paso de la sintesis por el instrumento.

3.  Se verifico la secuencia, teniendo la opcion DMT para el programa de sintesis ya que el oligonucleétido necesita
purificacién por HPLC.

4.  Seinici¢ la sintesis usando un programa de acoplamiento de escala apropiada (0,2-1,0 uM) en el instrumento.

5. Al final de la sintesis, la columna se separ6 del instrumento y el soporte se lavo con etanol (3 x 1 ml) usando una
jeringuilla para eliminar el acido (de los pasos de destritilacion) y yodo (de los pasos de oxidacion) residuales.

C. Desproteccion y eliminacién de oligonucledtidos de los soportes
Se realizaron los siguientes pasos:

1.  El soporte seco del paso previo se transfirié a un vial con tapa de rosca (1,5-2 ml).
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2. Se afiadieron 500 pL (escala 0,2 uM) de una solucién concentrada de NH4sOH (30%).

3. Latapa se cerré herméticamente y la suspension se incub6 a 55°C durante al menos 8 horas hasta toda la noche
(se debe dar un tiempo mayor para secuencias ricas en G).

4.  El sobrenadante se enfrié a 0°C y se transfirié a otro tubo de microcentrifuga.

5.  El soporte se enjuagd con la misma cantidad de agua destilada y este lavado se afiadio al sobrenadante de
amoniaco. La solucion de amoniaco resultante contenia el oligonucleétido de longitud total con un grupo
aminohexilo libre en el extremo 5 (en el caso de N-TFA-aminohexil fosforamidita incorporado) u oligonucleétido
unido a aminohexilo protegido junto con material no nucleosidico y secuencias cortas.

La purificacion de los oligonucleétidos con enlazadores aminohexilo libres se pudo logar mediante HPLC de intercambio
anionico, precipitacion con etanol o electroforesis en gel de acrilamida (PAGE).

D. Incorporacion de la sertralina activada en la amina primaria libre

El marcaje de los oligonucleétidos unidos a amino en el extremo 5’ obtenidos en los pasos B y C con derivados de éster
de hidroxisuccinimida obtenidos en el paso A se llevé a cabo en fase en solucién segun el siguiente procedimiento:

A.- Incorporacién de marcador.

1. El oligonucledtido unido a amino parcial o totalmente purificado del paso previo (20-25 UDO A260 ~700 ug) se
disolvio en 250 yL de una mezcla de NaHCO3/Na;CO3 1,0 M (pH 9,0). Se comprobd el pH de la solucion
resultante para estar seguro de que era basico.

2. Se ahadieron 500 pL de una solucion del derivado activado de la fase A (5-6 mg) en una mezcla de tampdn
NaHCO3/Na,CO3 1,0 M pH=9,0:DMF:agua (5:2:3 v/v).

3. La mezcla se agité bien y el tubo Eppendorf se envolvid con papel de aluminio para prevenir la exposicion a la luz.

4, Después de 20 horas de incubacion a temperatura ambiente, la mezcla se extinguié con una solucién de TEEA
1M

B.- Eliminacién del exceso de marcador usando una columna de Sephadex G-25

1. Se aplicé la muestra del derivado activado a la columna.

2. La columna se eluydé con agua y se recogieron fracciones de 1,0 ml en tubos Eppendorf. El producto deseado
empezo a eluir después del volumen de vacio, la mayoria del producto deseado eluy6 en las fracciones 3-9.

3.  Se mezclaron y concentraron las fracciones que contenian la mayoria del material.

4.  Normalmente se obtienen 12-15 UDO A260 (70%) que esta libre de exceso de molécula de colorante/marcador. Si
es necesario, el producto se puede purificar adicionalmente por electroforesis (PAGE al 20%) o RP-HPLC.

EJEMPLO 2

Sintesis de un ARNip que comprende un oligonucleétido sentido conjugado a sertralina y un oligonucledétido antisentido
que comprende un grupo protector de férmula C18-L3-C18-L2-furanosa-L1-[oligonucledétido]-3’ en donde L1, L2 y L3 son
enlaces fosfodiéster

La sintesis se llevé cabo usando los siguientes pasos:

(a) El oligonucleotido de ARN se forma mediante sintesis en fase sélida paso a paso en un soporte soélido, donde
el grupo 5-OH de la subunidad terminal en la hebra creciente, que normalmente esta protegida por
dimetoxitritilo (DMT), se pone en condiciones acidas para eliminar el grupo protector DMT del 5’-OH, mientras
que las bases de purina y pirimidina permanecen protegidas con (fluoren-9-il)metoxicarbonilo (FMOC).

(b) Se hace reaccionar una unidad de furanosa, tal como una D-ribosa o una D-(-)-fructofuranosa con cloruro de
4 .4’-dimetoxitritlo (DMTr-Cl) en condiciones que favorecen la reaccidon sélo en las posiciones de grupo
hidroxilo primario. Después, los grupos hidroxilo restantes se hacen reaccionar con un grupo protector de
acetilacion o bencilacion. Por ultimo, en condiciones acidas se elimina el grupo protector DMT del hidroxilo
primario. Dicho grupo hidroxilo desprotegido de la furanosa se hace reaccionar con el grupo 5-OH
desprotegido de la hebra de ARNip obtenida en el paso (a) obteniéndose asi un oligonucleétido conjugado
primario.

(c) Se formd un polietilenglicol reactivo que tenia 6 mondémeros de polietilenglicol (PEG) dando un espaciador de
18 unidades de enlace covalente (espaciador C18) afiadiendo a un grupo OH terminal en condiciones
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fosfitilantes un compuesto de fosforamidato, tal como el (2-cianoetil)-N,N’-diisopropilfosforamidita de férmula

(I

=

o— (CHz)ch

(d) Se hace reaccionar el grupo 5-OH desprotegido de la furanosa con el polietilenglicol reactivo del paso (c),
obteniéndose asi una hebra de ARNip que tiene la estructura:

OH-C18-L2-furanosa-L1-[oligonucleoétido]-3’
en donde L1y L2 son enlaces fosfodiéster.

(e) Se formd un segundo polietilenglicol reactivo que tenia 6 mondmeros de polietilenglicol (PEG) dando un
espaciador de 18 unidades de enlace covalente (espaciador C18) afiadiendo a un grupo OH terminal en
condiciones fosfitilantes un compuesto de fosforamidato, tal como el (2-cianoetil)-N,N’-diisopropilfosforamidita
de férmula (11)

~—7—~—< (i

O——(CHgz),CN

() Se hace reaccionar el grupo 5’-OH desprotegido del C18 con el segundo polietilenglicol C18 reactivo del paso
(e), obteniéndose asi una hebra de ARNip que tiene la estructura:

C18-L3-C18-L2-furanosa-L1-[oligonucledtido]-3’
en donde L1, L2 y L3 son enlaces fosfodiéster.

(9) Se hibrida la hebra complementaria del ARNip conjugado a sertralina descrita en el ejemplo 1 con la hebra del
ARNip modificado del paso (f). Para este fin, se eliminan previamente todos los grupos protectores restantes
en las hebras de ARN como sigue. Se afiadieron 500 pl de una mezcla que contiene el 20% v/v de metilamina
(solucién acuosa al 40% p/v) y el 80% v/v de una solucion saturada de amoniaco, 30 (que contiene el 30-32%
v/v de NH3) a un tubo Eppendorf con el ARNip (escala 200 nmoles). El tubo se cerré herméticamente y se
calent6 durante 45 minutos a una temperatura de 65°C. Este procedimiento elimina los grupos protectores en
el atomo de fosforo de los nucledtidos (acetilacion o benzoilacion de la furanosa y la 2-cianoetilacion de los
enlaces fosfodiéster) y los grupos protectores de los grupos amino exociclicos (FMOC). La mezcla se enfrié
después y se filtré y el sobrenadante se secé. El precipitado residual se hizo reaccionar con trietilamina-HF 1 M
durante 3 horas a 65°C para cortar los grupos protectores en 2’ de los nucleétidos (2'-t-butil dimetil sililo -
TBDMS). Por ultimo, la solucién resultante se desald en una columna de Sephadex.

EJEMPLO 3

Ensayo de eficacia de un ARNip dirigido a 5-HT1aR conjugado a un grupo de férmula (I) vy un agente de
direccionamiento (de aqui en adelante ARNip-NLF) y un ARNip dirigido a 5-HT1aR desnudo (de aqui en adelante ARNip
desnudo) mediante infusién local in vivo en el nicleo dorsal del rafe (NDR) de ratones

Este ejemplo muestra que un ARNip-NLF y un ARNip desnudo presentan eficacia similar para silenciar 5-HT1aR
presinaptico, medido mediante la disminucion en el nivel de proteina y su funcién, cuando se aplica localmente en los
nucleos dorsales del rafe donde se localiza el cuerpo de las neuronas serotoninérgicas. Esto indica que el grupo de
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férmula (1) y el agente de direccionamiento usados en las construcciones de esta invencion no interfieren con la eficacia
del oligonucleoétido de interferencia.

Se sinterizaron un conjunto de compuestos que tenian la estructura de los ejemplos 1 y 2 como se ha divulgado
anteriormente y tenian la siguiente estructura.

O
1} ||
CHy—CH~O—(CHy CHz0)4~(CHalp~ O —P—O—(CHap~ O (CHz CHz0)4~(CHz),~O—P—O—CHz o OH
O
e 2 o
S CHp-OH
1
O—Fl’—o‘[Hebra antisentido] - 3OH
O
@
(@] O O
_ i I H [l _CHs
3'OH-[Hebra sermdo]-O—Fl’—o—(CHQ.CHQ.CHZ)Q———H——C—(CHZ)Z——ﬁ—N—(CH2)5——C——I§
o] 0 o
Q

Los ARNip se disefiaron para dirigirse a las siguientes regiones de la secuencia del receptor de serotonina 5-HT de tipo
1A (5-HT1aR) de Mus Musculus (ratén, nimero de acceso de GenBank: NM_008308): 633-651, 852-870, 1889-1907 y
2167-2185. Las hebras antisentido y sentido de cada ARNip se sintetizaron quimicamente (SEQ ID NO: 5-10, tabla 1) y
se hibridaron en un tampon de hibridacion de ARN isotonico (acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH: 7 4,
acetato de magnesio 2 mM), combinando una solucién 50 yM de cada hebra. La solucion se incuba luego durante 1
minuto a 90°C, se centrifuga durante 15 segundos y después se incuba durante 1 hora a 37°C. La solucién hibridada se
purifica por HPLC y se liofilizan fracciones seleccionadas de ARNip. Se prepararon soluciones madre del ARNip
resuspendiendo el producto liofilizado en agua sin RNasa y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Antes de usar, todas
las soluciones madre de ARNip se diluyeron hasta una concentracion final en LCRa (NaCl 125 mM, KCI 2,5 mM CaCl;
1,26 mM, MgCl> 1,18 mM y glucosa al 5%), un vehiculo apropiado para aplicacion cerebral (aplicaciones local e i.c.v.)

Tabla 2

Identificacion del oligonucledtido de ARN (s: hebra sentido), (a: | Secuencia (direccion 5’-3’)
hebra antisentido), (ip: interferente pequefio)

ARNip-A-s (SEQ ID NO: 5) GGAAGAGUGUAGGGCUUAC
ARNip -A-a (SEQ ID NO: 6) GUAAGCCCUACACUcCUUCC
ARNip -B-s (SEQ ID NO: 7) CGAUACUGGCCUCUCCAAC
ARNip -B-a (SEQ ID NO: 8) GUUGGAGAGGCCAGUAUCG
ARNip -C-s (SEQ ID NO: 9) GGUGCUCAACAAGUGGACU
ARNip -C-a (SEQ ID NO: 10) AGUCCACUUGUUGAGCACC
ARNip -D-s (SEQ ID NO: 11) CGAUGGAAGUUUAAACCUC
ARNip -D-a (SEQ ID NO: 12) GAGGUUUAAACUUCCAUCG
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Todas estas secuencias de ARNip incluyen las secuencias antisentido complementarias al ARNm del receptor 5-HT1a,
siendo capaces asi de detener dicho ARNm y bloquear su expresion. Se emple6é un coctel equimolar de estas
secuencias para todos los experimentos.

Como control, se infusiond una secuencia ARNip sin sentido (ARNip ss). Este ARNip ss no es complementario a ningun
gen de ratén cuando se compara en un algoritmo de alineamiento Blast al transcriptoma completo de raton. Los ARNip
ss tenian la siguiente secuencia:

ARNip-s ss AGUACUGCUUACGAUACGG SEQ ID NO:56
ARNip-a ss CCGUAUCGUAAGCAGUACU SEQ ID NO:57

Todas las secuencias tienen dimeros terminales de ADN de nucleétidos que contienen al menos una timina (T), no
mostrado, para evitar la interferencia con las proteinas que regulan el ARNm de procesos normales en la célula. El
experto en la materia conoce bien esta técnica. Con estos dimeros terminales los oligonucledtidos tienen 21-23 pares de
bases, lo que permite un mecanismo eficaz de ARNi.

Se usaron para los experimentos las secuencias de ARNip de la tabla 1, conjugadas a un grupo de férmula () y a un
agente de direccionamiento como se ha descrito anteriormente (ARNip-NLF), el ARNip sin sentido conjugado a un grupo
de formula (I) y un agente de direccionamiento (ARNip-NLF ss) y los oligonucledtidos desnudos sin modificaciones
(ARNip desnudos de la tabla 1 o ARNip ss desnudo).

Para la infusién de los ARNip, se implanté un sistema de microcanula usando métodos estereotaxicos estandar como se
ha descrito previamente en la técnica. La microcanula de entrada ensartada mediante tubos del calibre 25 consistia en
tubos capilares de silicona fusionada de un DE de 110 ym y un DI de 40 ym. La longitud predeterminada de las
microcanulas se decide en base a la profundidad de la region cerebral diana (es decir, 1 mm para los nucleos dorsales
del rafe).

Se implanté una microcanula en los nucleos dorsales del rafe (NDR) de ratones macho C57BL/6J (21-29 g de 9 a 12
semanas de edad, machos). Las coordenadas estereotaxicas (en mm) fueron AP: -4,5, L: -1,0, DV: -4,4, con un angulo
lateral de 20° desde el bregma y la parte superior del craneo segun Franklin y Paxinos (1997). La microcanula se
aseguro al craneo con cemento dental y dos tornillos de 2 mm de longitud y 0,95 mm de diametro. Los experimentos de
microinfusion se realizaron 20-24 horas después de la cirugia en ratones despiertos. La microcanula de inyeccion se
conecto a través de un tubo de polietileno a una jeringuilla operada por una bomba de precisién a una velocidad de 0,5
pI/min.

Para probar una medida funcional de la actividad presinaptica de 5-HT1aR, se evalué la respuesta hipotérmica inducida
por bromhidrato de (R)-(+)-8-hidroxi-2-(di-n-propilamino)tetralina (8-OH-DPAT, un agonista selectivo de 5-HT1aR) 24
horas después de la infusion de una mezcla de ARNip desnudos o ARNip-NLF en el nucleo dorsal del rafe (NDR, 0,3 ug
(0,02 nmoles)/1 pl/2 dias). Los grupos control recibieron la misma cantidad de vehiculo (LCRa: NaCl 125 mM, KCI
2,5mM CaCl; 1,26 mM, MgCl, 1,18 mM vy glucosa al 5%), ARNip ss desnudo y ARNip-NLF ss. Los ratones se
mantuvieron en jaulas individuales en un laboratorio experimental a temperatura estable de 22°C 1 hora antes del
experimento. Todos los experimentos se llevaron a cabo entre las 10:00 a.m. y las 14:00 p.m. La temperatura corporal
se midid insertando una sonda lubricada en el recto 5 minutos antes de leer la temperatura mientras que los ratones se
movian libremente. Las lecturas se obtuvieron con un termoémetro digital. Se midié un valor basal 5 minutos antes y 15,
30, 60 y 120 minutos después de la administracion de 8-OH-DPAT. Se disolvié 8-OH-DPAT en solucion salina y se
inyecto6 por via intraperitoneal (i.p.) a 1 mg/kg en un volumen de 5 ml/kg. La dosis elegida de 8-OH-DPAT para inducir
hipotermia se basd en trabajos previos. La temperatura corporal se evaludé 24 horas después de la ultima aplicacion de
los ARNip dirigidos a 5-HT+a en el NDR en diferentes grupos de ratones y en sus respectivos controles. Se realizaron
experimentos adicionales midiendo rectalmente la temperatura corporal de ratones 5-HT1aR KO (ratones sin 5-HT1aR)
para evaluar la ausencia de hipotermia inducida por 8-OH-DPAT.

Como se puede ver en la figura 1, el silenciamiento de 5-HT1aR por infusion local de ARNip muestra una falta de
respuesta hipotérmica inducida por 8-OH-DPAT similar a los ratones 5-HT1aR KO.

Después de este ensayo, los ratones se mataron por decapitacion y los cerebros se retiraron rapidamente, se
congelaron en nieve carbonica y se almacenaron a -20°C. Se cortaron secciones de tejidos de 14 ym de espesor
usando un microtomo-criostato, se montaron descongeladas en portaobjetos recubiertos de APTS (3-
aminopropiltrietoxisilano) y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

Para ensayar la densidad de proteina 5-HT1aR se us6 [ H]8-OH-DPAT para la visualizacion radiografica de los sitios del
receptor 5-HT1aR. Las condiciones experimentales de incubacion para [ H]8-OH-DPAT se han descrito previamente en
el estado de la técnica. Brevemente, se descongelaron y secaron las secciones de tejido congelado, se preincubaron en
Tris-HCI 170 mM pH 7,6, CaCl, 4 mM y &cido ascorblco al 0,01% durante 30 minutos a temperatura amblente y
después se incubaron en el mismo tampén, |ncluyendo [’H]8-OH-DPAT (234,0 Ci/mmol) 1 nM y pargilina 10° M durante
60 minutos a temperatura ambiente. Se definié la unién no especifica como la restante en presencia de 5-HT 10° M.
Después de incubar y lavar las secciones de tejido se mojaron en agua destilada helada y se secaron rapidamente en
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una corriente de aire frio. Los tejidos se expusieron a pelicula sensible a tritio junto con patrones de *H de plastico
durante 60 dias a 4°C.

Se usaron las secciones tisulares del NDR en 3 coordinadas antero-posteriores (AP) diferentes en los nucleos de rafe
del mesencéfalo de ratén (aproximadamente AP -4,84, -4,60 y -4,24 mm) desde el bregma (Franklin y Paxinos, 1997)
para la cuantificacion de los sitios del receptor y se procesaron simultdneamente en las mismas condiciones
experimentales. EI analisis cuantitativo de los autorradiogramas se hizo con un sistema de andlisis de imagen
computerizado AISR,

Como se puede ver en la figura 2, hay un descenso en las densidades de proteina 5-HT1aR en los grupos de ARNip
desnudo y ARNip-NLF de aproximadamente el 40-50% de los grupos control (vehiculo, ARNip desnudo ss y ARNip-NLF
ss). Este cambio es paralelo a la supresion de la respuesta hipotérmica descrita en la figura 1.

Estos experimentos muestran que las modificaciones quimicas del ARNip-NLF en ambas hebras no reduce la capacidad
del ARNip de silenciar el gen diana cuando se compara con el ARNip desnudo. Ademas, la aplicacion local de ARNip
especificos del receptor 5-HTia a los NDR mediante infusién produce la disminucion del ARNm diana,
independientemente de si el ARNip esta desnudo o acoplado a un grupo de direccionamiento. Esto se puede explicar
porque el método de administracion lleva a la transferencia directa del ARNip al cuerpo neuronal por medio de la presion
fisica ejercida durante la aplicacion y por tanto, no se requiere translocacion a través de la membrana neuronal.

En los siguientes ejemplos, se mostrara que los ARNip desnudos especificos para el receptor 5-HT1a no son capaces de
silenciar el ARNm diana mediante aplicacion intracerebroventricular (i.c.v) o intranasal y que la presencia de una
molécula de direccionamiento unida al ARNip permite el silenciamiento eficaz del ARNm diana.

EJEMPLO 4

Selectividad diferencial a neuronas serotoninérgicas en los nucleos del rafe del mesencéfalo y ensayo de eficacia de
una construccion ARNip-NLF de esta invencién contra ARNip desnudo mediante infusién intracerebroventricular (i.c.v.)
in vivo en el 3% ventriculo dorsal (D3V) de ratones

Este ejemplo muestra que una construccion ARNip-NLF y un ARNip desnudo muestran diferente selectividad para
neuronas serotoninérgicas y eficacia para silenciar el 5-HT1aR cuando se aplican en el 3° ventriculo dorsal (D3V) que
da acceso al cerebro completo a través del liquido cefalorraquideo (LCR). Esto se evalu6 mediante la medida de la
reduccion de los niveles de expresion de su ARNm, descenso en el nivel de proteina, cambios funcionales y
potenciacion farmacoldgica antidepresiva.

Se infusionaron un conjunto de moléculas (grupos vehiculo, ARNip desnudo ss, ARNip-NLF ss, ARNip desnudo y
ARNip-NLF), como se describe en el ejemplo 3, a 30 pg/2,5 pl/1 dia (2,3 nmoles) en el 3* ventriculo dorsal (D3V) en las
siguientes coordenadas estereotaxicas (en mm: AP: -2,0, L: 0, DV: -2,1) usando una cepa de ratones y sistema de
infusion similares al ejemplo 2. Para determinar el nivel de expresion del ARNm de 5-HT1aR se realizaron ensayos de
hibridacion in situ usando simultdneamente cuatro sondas de oligodesoxirribonucledtidos para 5-HTiaR,
complementarias a las bases 82-122, 123-171, 558- 933 y 1341-1389. Cada oligonucleétido del receptor 5-HTa se
marcd individualmente (2 pmol) en su extremo 3’ con [**P]-dATP (>2500 Ci/mmol) usando desoxinucleotidiltransferasa
terminal, se purific6 mediante centrifugaciéon usando el kit de eliminacion de nucledtidos QIAquick. Los protocolos para
hibridacion in situ con marcador individual se basaron en procedimientos previamente descritos. Brevemente, primero se
llevaron las secciones de tejido congelado, como se describe en el ejemplo 2, a temperatura ambiente, se fijaron
durante 20 minutos a 4°C en paraformaldehido al 4% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS 1X: Na;HPO4
8 mM, KH2PO4 1,4 mM, NaCl 136 mM, KCI 2,6 mM), se lavaron durante 5 minutos en PBS 3X a temperatura ambiente,
dos veces durante 5 minutos cada una en PBS 1Xy se incubaron durante 2 minutos a 21°C en una solucién de pronasa
predigerida a una concentracion final de 24 U/ml en Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM. La actividad enzimatica se
par6é mediante inmersion durante 30 segundos en glicina 2 mg/ml en PBS 1X. Los tejidos se lavaron por ultimo en PBS
1X y se deshidrataron a través de una serie graduada de etanol. Para la hibridacion, las sondas marcadas
radioactivamente se diluyeron en una solucién que contenia formamida al 50%, SSC 4X (SSC 1X: NaCl 150 mM, citrato
de sodio 15 mM), solucién de Denhardt 1X (ficoll al 0,02%, polivinilpirrolidona al 0,02%, seroalbumina bovina al 0,02%),
sulfato de dextrano al 10%, sarcosil al 1%, tampoén fosfato 20 mM pH 7,0, ARNt de levadura 250 ug/ml y ADN de
esperma de salmoén 500 pg/ml. Las concentraciones finales de las sondas radioactivas en el tampon de hibridacion
estaban en el mismo intervalo (1,5 nM). Se cubrieron las secciones de tejido con la solucién de hibridacion que contenia
las sondas marcadas, se recubrieron con cubreobjetos Nescofiim y se incubaron durante la noche a 42°C en cajas
himedas. Las secciones se lavaron después cuatro veces (15 minutos cada una) en SSC 1X a 60°C y una vez en SSC
1X a temperatura ambiente durante 30 minutos, se deshidrataron y se expusieron a peliculas durante 3-4 semanas Las
densidades 6pticas de la pelicula se semicuantificaron con sistema de analisis de imagen computerizado AISK,

Para el mismo grupo de ratones usados para la hibridacion in situ, se evalud la densidad de proteina 5-HT1aR usando
[ H]8-OH-DPAT para la visualizacion autorradiografica de los sitios del receptor 5-HT1a como se describid en el ejemplo
2.
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Las proteinas 5-HT1aR se expresan mucho presinapticamente en neuronas de serotonina (nucleos del rafe del
mesencéfalo) y en neuronas postsinapticamente localizadas en las terminales nerviosas de 5-HT, principalmente en las
areas cortico-limbicas (es decir, el hipocampo).

Como se puede ver en la figura 3 A y B, sélo las moléculas de ARNip-NLF indujeron un silenciamiento especifico del
nivel del ARNm de 5-HT1aR en tres coordinadas anteroposteriores diferentes en los nucleos del rafe del mesencéfalo de
raton, donde se localizan los cuerpos de las neuronas serotoninérgicas.

Como se puede ver en la figura 3 C, la cuantificacion densitométrica de las medidas de granos positivos de ARNm de 5-
HT1aR en peliculas en el nucleo dorsal del rafe mostré una reduccion del 50% en el nivel de expresion en el grupo de
ARNip-NLF comparado con los otros grupos ensayados. Las diferencias en la expresion del ARNm de 5-HT1aR se
aprecian principalmente en el area del NDR.

Como se puede ver en la figura 4, sélo las moléculas de ARNip-NLF indujeron una reduccion especifica del nivel de
proteina de 5-HT1aR (alrededor del 50%) en areas cerebrales presinapticas (nL’JcIeo dorsal del rafe) pero no
postsmaptlcas (hipocampo o corteza prefrontal), determinado mediante ensayos de union en sitios del receptor 5-HT1a
usando [ H]8-OH-DPAT. Las diferencias en la expresion del ARNm y proteina de 5-HT1aR se aprecian principalmente
en el area del NDR.

Estos resultados indicaban que el ARNip-NLF dirige selectivamente los oligonucleétidos que realizan interferencia del
ARNmM a neuronas serotoninérgicas especificas localizadas en el ndcleo dorsal del rafe aumentando asi la eficacia de
dicha interferencia de ARN con la expresion de los receptores neuronales diana.

Para comprobar si el silenciamiento especifico del receptor 5-HT1a podria influenciar la expresion de proteinas
relacionadas con 5-HT como el transportador de serotonina (5-HTT o SERT) o el receptor 5-HT1g, se determinaron en
NDR la densidad de la proteina transportadora de serotonina y del receptor 5-HT1B.

Para ensayar la densidad de proteina transportadora de serotonina se usoé [3H]citalopram para la visualizacién
autorradiografica de los sitios 5-HTT. Brevemente, se descongelaron y secaron secciones de tejido congelado, se
preincubaron en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,4 a 25°C) que contenia NaCl 120 mM y KCI'5 mM durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después se incubaron en el mismo tampoén que contenia [ H]citalopram (70.0 Ci/mmol) 1,5 nM
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se definiéd la uniéon no especifica como la restante en presencia de
fluoxetina 1 uM. Después de incubar y lavar las secciones de tejido se mojaron en agua destilada helada y se secaron
rapidamente en una corriente de aire frio. Los tejidos se expusieron a pelicula sensible a tritio junto con patrones de °H
de plastico durante 40 dias a 4°C.

Se usaron las secciones tisulares del NDR en 3 coordenadas antero-posteriores (AP) diferentes en los nucleos de rafe
del mesencéfalo de raton (aproximadamente AP -4,84/-4,96, -4,60/-4,36 y -4,24 mm) desde el bregma (Franklin y
Paxinos, 1997) para la cuantificacion de los sitios 5-HTT y se procesaron simultdneamente en las mismas condiciones
experimentales. El anaI|S|s cuantitativo de los autorradiogramas se hizo con un sistema de analisis de imagen
computerizado AIS?. Como se puede ver en la figura 5A, los grupos vehiculo, ARNip desnudo y ARNip-NLF no
muestran ninguna reduccion o cambio en 5-HTT (transportador de serotonina, SERT) a nivel de proteina en el nucleo
dorsal del rafe.

Para ensayar la densidad de la proteina receptora de 5-HTig (5-HTR) se usoé [125I]yodocianopindolol para la

visualizacion de los sitios de 5-HTgR. Las secciones se preincubaron en tampén Tris-HCI 170 mM (pH 7,4) que
contenia NaCl 150 mM vy después se incubaron durante 2 horas en el mismo tampdn suplementado con
[125I]yod00|anop|ndolol ([125I]CYP 2000 Ci/mmol) 10 pM y 8-OH-DPAT 100 nM para bloquear los sitios 5-HT1aR e
isoprenalina 30 uM para bloquear los sitios B-adrenérgicos. La union no especifica se determind en secciones
adyacentes incubadas en las mismas condiciones pero en presencia de 5-HT 10 uM. Las secciones se lavaron dos
veces en el mismo tampon, se mojaron rapidamente en agua destilada a 4°C, se secaron en aire frio y se expusieron a
pelicula sensible (Hyperfilm- H) a 4°C durante un dia. Las densidades 6pticas de las peliculas se semicuantificaron con
un sistema de analisis de imagen computerizado AISR. Como se puede ver en la figura 5B, los grupos vehiculo, ARNip
desnudo y ARNip-NLF no muestran ninguna reducciéon o cambio en el receptor 5-HT1g a nivel de proteina en el nicleo
dorsal del rafe.

Para evaluar el efecto de ARNip-NLF en las caracteristicas funcionales de 5-HT1aR se ensay6 la respuesta hipotérmica
inducida por 8-OH-DPAT vy liberacion de 5-HT en la corteza prefrontal medial (CPFm). Se evalud la respuesta
hipotérmica inducida por 8-OH-DPAT 24 horas después de infusionar una mezcla de ARNip desnudos o ARNip-NLF
(como se describe en el ejemplo 2) en el 3°" ventriculo dorsal (D3V, 30 ug/2,5 pl/1 dia). Como se puede ver en la figura
6, solo el silenciamiento de 5-HT1aR por ARNip-NLF infusionado mostro falta de respuesta hipotérmica inducida por 8-
OH-DPAT similar a la de los ratones 5-HT1aR KO. Otros grupos de ARNip desnudos y control (vehiculo, ARNip desnudo
ss y ARNip-NLF ss) no mostraron efecto de silenciamiento (como se vio en la figura 4 y 5) y fue paralelo con una curva
tipica en la respuesta hipotérmica inducida por 8-OH-DPAT.
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Como se ha mencionado anteriormente, la activacion de 5-HT1aR localizado en neuronas serotoninérgicas, mediante
agonista enddgeno 5-HT (neurotransmisor serotonina) o agonistas selectivos (es decir, 8-OH-DPAT) suprime la
descarga celular y la liberacion de 5-HT dependiente de impulso en los nucleos del rafe del mesencéfalo y en areas
cerebrales de proyecciones terminales como la corteza prefrontal medial, hipocampo, etc., produciendo niveles menores
de 5-HT (efecto de 8-OH-DPAT). Para evaluar la liberacion de 5-HT, se us6 un procedimiento de microdialisis
intracerebral como se ha descrito en el estado de la técnica. Brevemente, el eje de la sonda se hizo de tubo de acero
inoxidable de hasta 15 mm de longitud, calibre 25 (DE 501 um, DI 300 pym). Los tubos de entrada y salida ensartados
mediante tubos del calibre 25 consistian en tubos capilares de silicona fusionada de un DE de 110 ym y un DI de 40 ym.
Los extremos superiores expuestos de tubo de silice se insertaron en un tubo de acero inoxidable de 7 mm de longitud,
calibre 27 (DE 410 ym, DI 220 um). Los ratones se anestesiaron con pentobarbital sédico (40 mg/kg, i.p.) y se colocaron
en un marco estereotaxico. A cada ratdn se le implanté una sonda de dialisis equipada con una membrana de cuprofan
(2 mm de longitud; corte de peso molecular 5000 Da) en la corteza prefrontal medial (CPFm) (en mm: AP +2,2, L -0,2,
DV -3,4 a partir del bregma, segun el atlas de Franklin y Paxinos, 1997).

Los experimentos de microdialisis se realizaron 48-72 horas después de la cirugia en ratones que se movian libremente,
mediante perfusion continua de sondas con LCRa (NaCl 125 mM, KCI 2,5 mM, CaCl; 1,26 mM, MgCl, 1,18 mM) a una
velocidad de 2,0 pl/min con una bomba jeringuilla WPI modelo sp220i unida a un pivote liquido saliente. Se recogieron
muestras de dializado de 60 ul cada 30 minutos en viales de microcentrifuga.

Después de un periodo inicial de estabilizacion de 60 minutos, se recogieron cuatro muestras basales antes de la
administracion sistémica de 8-OH-DPAT (0,5 mg/kg i.p.) y después se recogieron muestras sucesivas de dializado. Al
final de los experimentos de dialisis, los ratones se sacrificaron y los cerebros se retiraron inmediatamente y se
congelaron a -70°C. Después de ello se cortaron cortes frontales (50 um) del cerebro en un criostato y se tifieron con
violeta de cresilo seguin procedimientos estandar, para la localizacion de los sitios de perfusion. Solo se usaron los datos
obtenidos de animales con emplazamientos de las sondas histolégicamente correctos para el posterior analisis
estadistico.

Se determind la concentracion de 5-HT en las muestras dializadas mediante HPLC usando una columna de 3 ym de
octadecilsilice (ODS) (7,5 cm x 0,46 cm) y se detect6 amperométricamente con un detector Hewlett-Packard 1049
ajustado a un potencial de oxidacion de 0,6 V. La fase consistid en NaH.PO4.H,O 0,15 M, sulfato de octilo sodio 1,8
mM, EDTA 0,2 mM (pH 2,8 ajustado con acido fosférico) y metanol al 30% y se bombed a 0,7 ml/min. El tiempo de
retencion para 5-HT fue de 3,5-4 minutos y el limite de deteccion fue de 2 fmol/muestra.

Como se puede ver en la figura 7 habia una ausencia de efecto de 8-OH-DPAT en liberacion prefrontal de serotonina en
el grupo de ratones tratados con ARNip-NLF comparado con los ratones del grupo ARNip-NLF ss. Esto evidencia que
se puede evaluar funcionalmente un silenciamiento de 5-HT1aR en neuronas serotoninérgicas mediante la reduccion de
los efectos del agonista 8-OH-DPAT en la cantidad de 5-HT en areas cerebrales terminales.

EJEMPLO 5

Ensayos competitivos de ligando de selectividad libre (sertralina) y la construccion ARNip-NLF segun la invenciéon
midiendo parametros funcionales de las neuronas serotoninérgicas en ratones pretratados con ligando en una dosis
seguido por infusién intracerebroventricular (i.c.v.) in vivo del ARNip-NLF

Para determinar si el ligando de selectividad conjugado al ARNip en los ARNip-NLF es un componente clave de la
distribucion a las células del nucleo dorsal del rafe (principalmente neuronas serotoninérgicas), se realizaron algunos
ensayos competitivos. Los ratones recibieron una inyeccién en una dosis de ligando selectivo libre, el inhibidor de 5-HTT
sertralina (20 mg/kg i.p.) 3 horas antes de la infusion de ARNip en D3V (30 ug/2,5 pyl/1 dia, i.c.v.). Ademas, un grupo de
ratones recibieron vehiculo i.p. y vehiculo en D3V.

Los experimentos de microdialisis se realizaron 24 horas después de las administraciones i.c.v. de vehiculo o ARNip.
Como se puede ver en la figura 8A, la inyeccion en una dosis de sertralina (20 mg/kg i.p.) evitd el silenciamiento del
autorreceptor 5-HTia mediante ARNip-NLF5-HT1aAR conjugado y la administracion de una dosis de 8-OH-DPAT
(agonista selectivo de 5-HT1aR, 0,5 mg/kg i.p.) redujo los niveles de 5-HT en la corteza prefrontal medial como los
grupos control.

También se evalud el efecto de la administracion de 8-OH-DPAT (1 mg/kg i.p.) en la temperatura corporal en ratones
ARNip-NLF previamente tratados con el inhibidor selectivo de 5-HTT, sertralina (20 mg/kg i.p.) en ratones eran similares
a los usados en la figura 8A. La figura 8B muestra que la sertralina compite eficazmente con los ARNip-NLF-5-HT1aR
produciendo asi una respuesta hipotérmica similar a los grupos control, lo que indica la ausencia de transfeccion y
silenciamiento del ARNm de 5-HT1aR.

Estos resultados demuestran que una administracion en una dosis del ligando de selectividad libre (sertralina) bloquea o
compite con los ARNip conjugados a sertralina (ARNip-NLF) por el mismo punto de entrada a las neuronas diana (es
decir, 5-HTT, transportador de serotonina). En principio, la sertralina tiene gran especificidad y afinidad (en el intervalo
nanomolar) por el transportador de 5-HT y al conjugarla con un ARNip como en los ARNip-NLF, el nuevo conjugado
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mantiene la afinidad por este transportador de 5-HT. Por otra parte, el transportador de 5-HT se expresa solo en
neuronas 5-HT y esta combinacién de alta afinidad por el transportador y expresion especifica de tipo celular determina
la naturaleza selectiva de los ARNip-NLF que tiene conjugado una sertralina o ligando ISRS.

EJEMPLO 6

Potenciacién del aumento de los niveles de 5-HT en corteza prefrontal después de aplicacion de una dosis de
antidepresivo (es decir, fluoxetina) en infusion intracerebroventricular (i.c.v.) in vivo del ARNip-NLF en el 3% ventriculo
dorsal (D3V) de ratones comparados con grupos control

En condiciones fisioldgicas, los ISRS (es decir, fluoxetina) causan un aumento marcado de la concentracion extracelular
de serotonina en los nucleos del rafe del mesencéfalo y el prosencéfalo. El aumento de 5-HT extracelular producido por
el bloqueo de la recaptacion del transportador de serotonina (SERT) activa los autorreceptores 5-HT1a en los nucleos
del rafe del mesencéfalo, suprimiendo la descarga celular y liberacion terminal, un efecto que atenuda el aumento
extracelular de 5-HT producido por el bloqueo de la recaptacion. Por consiguiente, la activacion de los receptores
postsinapticos de serotonina responsable del efecto terapéutico es menor del esperado. Se sabe que el bloqueo de
estos mecanismos de retroalimentacion negativa con antagonistas del receptor 5-HT1a (es decir, pindolol) potencia el
aumento de 5-HT producido por los ISRS y, por lo tanto, podria servir para acelerar los efectos clinicos de los ISRS.

Como se puede ver en la figura 9, la concentracion de serotonina en el dializado en la corteza prefrontal medial fue
alrededor del 50% mayor que la basal después de la administracion sistémica de fluoxetina en el grupo de ratones
ARNip-NLF sin sentido (ARNip-NLF ss), donde se esperaba que el receptor 5-HT1a fuera completamente funcional
como se ha mostrado anteriormente. En el grupo de ratones ARNip-NLF, el silenciamiento del receptor 5-HT1a
presinaptico potencia el efecto de la administracion sistémica de fluoxetina hasta el 150% de los niveles terminales de 5-
HT basales en la corteza prefrontal medial.

Estos resultados demuestran claramente que las secuencias de oligonucleétidos de la invencion (ARNip-NLF),
acopladas a una molécula de sertralina, bloquearon la expresion del receptor 5-HT1a silenciando el transcrito de ARNm
correspondiente que se iba a traducir. Las secuencias de oligonucledtidos de la invencion (ARNip-NLF) silenciaron dicha
expresion en un indice mayor que el ARNip correspondiente en forma desnuda (ARNip desnudo). Por lo tanto, los
oligonucledtidos de la invencion son mas eficaces que cantidades equivalentes de las mismas secuencias de ARNip, en
las que no se realiza modificacion (ARNip desnudo).

Estas observaciones permiten deducir que el grupo de férmula () no interfiere en el silenciamiento de la expresion del
receptor. Ademas, la presencia de la molécula adicional de conjugacion aumenta la eficacia de la inhibicion realizada
por el mecanismo de ARNi.

EJEMPLO 7

Estudio del comportamiento antidepresivo y ansiolitico en respuesta a la infusién intracerebroventricular (i.c.v.) in vivo de
ARNip-NLF y comparacién con los ratones deficientes en 5-HT1aR (KO)

Para evaluar el potencial efecto antidepresivo de silenciar el receptor 5-HT1a presinaptico, se realizaron analisis de
comportamiento en ratones adultos de 9 a 12 semanas de edad. Se realizaron en el siguiente orden, con al menos 1 dia
entre las pruebas: laberinto en cruz elevado y prueba de suspension de la cola. El laberinto en cruz elevado se realizé
usando un laberinto en cruz con brazos de 30 cm de longitud y 5 cm de anchura, elevado 31 cm del suelo en una
habitacion débilmente iluminada (50 lux). Los animales se introdujeron en la parte media del laberinto, enfrentados a un
brazo abierto y se les dejo explorar libremente durante 5 minutos. Se midieron el tiempo pasado y la distancia recorrida
en los brazos abiertos y cerrados mediante un sistema de videoseguimiento. El aparato se limpié con etanol al 70% y se
dejo secar entre ratones. Todas las pruebas se realizaron entre las 11:00 a.m. y las 4:00 p.m. Los dias de las pruebas,
los animales se transportaron al laboratorio de comportamiento débilmente iluminado y se dejaron tranquilos durante al
menos 1 hora antes de la prueba. En la prueba de suspension de la cola los ratones se suspendieron por la cola y se
utilizé cinta para asegurarlos a una barra horizontal. Los animales se suspendieron durante 6 minutos y se evalud la
inmovilidad durante este periodo usando un paquete de software de videoseguimiento automatizado.

Como se puede ver en la figura 10, no se observaron cambios en el comportamiento similar a ansiedad, sino una
respuesta alterada en una prueba de respuesta relacionada a estrés/depresion en ratones con autorreceptor 5-HT1a
silenciado. La potencial capacidad antidepresiva del ARNip-NLF se situa entre el raton KO y el ratdon control de tipo
salvaje. Sugiere que el receptor 5-HT1a podria convertirse en una nueva diana para el tratamiento de la depresion. Hay
alrededor de un 40% de pacientes depresivos que no responden a tratamientos con ISRS convencionales y podrian
convertirse en los primeros candidatos para un nuevo planteamiento terapéutico a la enfermedad.

EJEMPLO 8

Eficacia diferencial de la disminucién por ARNip-NLF-5-HT1aR contra ARNip-NLF sin sentido en medidas
serotoninérgicas funcionales mediante aplicacion intranasal (i.n.) in vivo en ratones
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Para validar la via intranasal de aplicacién como potencial administracion terapéutica, se ensayaron vehiculo y ARNip-
NLF para comprobar la respuesta hipotérmica, los niveles de ARNm en el nucleo dorsal del rafe y dializado de 5-HT en
la corteza prefrontal.

Los ratones se anestesiaron con pentobarbital 40 mg/kg i.p y se colocaron sobre sus lomos. Se dejo caer PBS o ARNip-
NLF lenta y suavemente en narinas alternativas con una punta de micropipeta en alicuotas de 5 pl.

Como se puede ver en la figura 11, la aplicacion intranasal de los ARNip-NLF o vehiculo produjo un descenso en el
ARNm del receptor 5-HT14 determinado mediante hibridacion in situ y un descenso en el receptor 5-HT1a determinado
mediante ensayos de union de ligandos que es similar a los resultados observados después de la aplicacion i.c.v. En
particular, la disminucion presinaptica fue del 30% (comparado con la disminucion del 50% cuando el ARNip-NLF se
aplicéd por via intraventricular) (véase la figura 11). Ademas, la aplicacion intranasal de los ARNip-NLF produjo un
descenso en la respuesta hipotérmica después de la administracion de 8-OH-DPAT (véase la figura 12A) y un descenso
en la reduccion de nivel dializado de 5-HT en la corteza prefrontal después de la aplicacion en una dosis de 8-OH-DPAT
(figura 12B).

Ademas, se evalué el potencial efecto antidepresivo de ARNip-NLF-5-HT1aR usando la prueba de suspensioén de la cola
como se describe en el ejemplo 7. Ademas, se evalu6 el comportamiento similar a ansiedad por el laberinto en cruz
elevado. Como se puede ver en la figura 13, los experimentos mostraron que no se observaron cambios en el
comportamiento similar a ansiedad (figura 13A) pero se indujo un tiempo de inmovilidad disminuido en una prueba
relacionada con estrés/depresion en ratones con el autorreceptor 5-HT4a disminuido (figura 13B) y un tiempo de
inmovilidad disminuido en una prueba de natacion forzada (figura 13C).

EJEMPLO 9

Ensayo de eficacia de un ARNip dirigido a 5-HTT (ARNip del transportador de serotonina) conjugado a un grupo de
féormula (1) v un agente de direccionamiento (de aqui en adelante ARNip-NLF-5-HTT) a dosis de 10 6 30 ug/ratén y
vehiculo como grupo control mediante aplicacion intranasal in vivo en ratones

Se sintetizaron un conjunto de compuestos que tienen la estructura de los ejemplos 1 y 2 como se ha divulgado
anteriormente. El ARNip se disefi6 dirigido a la siguiente region de la secuencia del transportador de serotonina (5-HTT)
de Mus Musculus (ratén, nimero de acceso de GenBank: NM_010484): 1230-1250. Las hebras sentido y antisentido del
ARNip se sintetizaron quimicamente (SEQ ID NO 1-2, tabla 2) y se hibridaron en un tampoén de hibridacién de ARN
isotonico (acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH: 7,4, acetato de magnesio 2 mM) combinando una
solucion 50 uM de cada hebra. La solucion se incubd después durante 1 minuto a 90°C, se centrifugd durante 15
segundos y después se incubd durante 1 hora a 37°C. La solucién hibridada se purificdé por HPLC y se liofilizaron
fracciones seleccionadas del ARNip. Se prepararon soluciones madre del ARNip resuspendiendo el producto liofilizado
en agua sin RNasa y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Antes de usar, todas las soluciones madre de ARNip se
diluyeron a una concentracion final en tampén PBS un vehiculo apropiado para la aplicacion intranasal.

Identificacion del oligonucledtido de | Secuencia (direccion 5-3’) SEQ ID NO:
ARN
ARNip-A-s (sentido) GCUAGCUACAACAAGUUCATT 14
ARNip-A-a (antisentido) UGAACUUGUUGUAGCUAGCTT 15

La secuencia ARNip incluye las secuencias antisentido complementarias al ARNm del transportador de 5-HT (5-HTT),
que por lo tanto puede detener dicho ARNm y bloquear su expresion.

Todas las secuencias tienen dimeros terminales de ADN de nucleétidos que contienen al menos una timina (T), no
mostrado, para evitar la interferencia con las proteinas que regulan el ARNm de procesos normales en la célula. El
experto en la materia conoce bien esta técnica. Con estos dimeros terminales los oligonucleotidos tienen 21-23 pares de
bases, lo que permite un mecanismo eficaz de ARNi.

Se usaron para los experimentos las secuencias ARNip de la tabla 2, conjugadas a un grupo de férmula (I) y un agente
de direccionamiento como se describe anteriormente (ARNip-NLF-5-HTT).

EJEMPLO 10

Eficacia diferencial de disminucion mediante ensayos de medidas funcionales de ARNip-NLF-5-HTT a 2 dosis (10 y 30
ug/ratén) mediante aplicacién intranasal (i.n) in vivo en ratones
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Se anestesiaron ratones macho C57BL/6J (21-29 g, de 9 a 12 semanas de edad, machos) con pentobarbital 40 mg/kg
i.p y se colocaron sobre los lomos. Se dejo caer PBS o ARNip-NLF-5-HTT lenta y suavemente en narinas alternativas
con una punta de micropipeta en alicuotas de 5 pl. Las dosis evaluadas de ARNip-NLF-5-HTT fueron: 5 ug/5 ul y
15 ug/5 pl en cada narina (dosis total de ARNip-NLF: 10 y 30 ug/ratén durante un dia).

Veinticuatro horas después del tratamiento los ratones se mataron por decapitacion y los cerebros se retiraron
rapidamente, se congelaron en nieve carboénica y se almacenaron a -20°C. Se cortaron secciones de tejido, de 14 ym de
espesor, usando un microtomo-criostato, se montaron descongeladas en portaobjetos recubiertos con APTS (3-
aminopropiltrietoxisilano) y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

Para determinar el nivel de expresion del ARNm de 5-HTT se realizaron ensayos de hibridacion in situ usando una
sonda de oligodesoxirribonucledétidos especifica para 5-HTT, complementaria a las bases 820-863 (ratén, numero de
acceso de GenBank: NM_010484). El oligonucledtido de 5-HTT se marcd individualmente (2 pmol) en su extremo 3’ con
[**P]-dATP (>2500 Ci/mmol) usando desoxinucleotidiltransferasa terminal, se purificé mediante centrifugacion usando el
kit de eliminacion de nucleétidos QlAquick. Los protocolos para hibridacion in situ con marcador individual se basaron en
procedimientos previamente descritos. Brevemente, primero se llevaron las secciones de tejido congelado, como se
describe en el ejemplo 2, a temperatura ambiente, se fijaron durante 20 minutos a 4°C en paraformaldehido al 4% en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS 1X: Na;HPO4 8 mM, KH2PO4 1,4 mM, NaCl 136 mM, KCI 2,6 mM), se
lavaron durante 5 minutos en PBS 3X a temperatura ambiente, dos veces durante 5 minutos cada una en PBS 1Xy se
incubaron durante 2 minutos a 21°C en una solucién de pronasa predigerida a una concentracion final de 24 U/ml en
Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 5 mM. La actividad enzimatica se par6 mediante inmersion durante 30 segundos en
glicina 2 mg/ml en PBS 1X. Los tejidos se lavaron por ultimo en PBS 1X y se deshidrataron a través de una serie
graduada de etanol. Para la hibridacion, la sonda marcada radioactivamente se diluyé en una solucion que contenia
formamida al 50%, SSC 4X (SSC 1X: NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM), soluciéon de Denhardt 1X (ficoll al 0,02%,
polivinilpirrolidona al 0,02%, seroalbumina bovina al 0,02%), sulfato de dextrano al 10%, sarcosil al 1%, tampon fosfato
20 mM pH 7,0, ARNt de levadura 250 ug/ml y ADN de esperma de salmén 500 pg/ml. La concentracion final de la sonda
radioactiva en el tampdn de hibridacion estaba en el mismo intervalo (1,5 nM). Se cubrieron las secciones de tejido con
la solucién de hibridacion que contenia la sonda marcada, se recubrieron con cubreobjetos Nescofilm y se incubaron
durante la noche a 42°C en cajas humedas. Las secciones se lavaron después cuatro veces (15 minutos cada una) en
SSC 1X a 60°C y una vez en SSC 1X a temperatura ambiente durante 30 minutos, se deshidrataron y se expusieron a
peliculas durante 1-3 dlas Las densidades opticas de la pelicula se semicuantificaron con sistema de analisis de
imagen computerizado AISR.

Como se puede ver en la figura 14A, ambas dosis de las moléculas de ARNip-NLF-5-HTT indujeron una disminucién
especifica del ARNm de 5-HTT en los nucleos dorsales del rafe en tres coordenadas antero-posteriores diferentes.

Como se puede ver en la figura 14B, la cuantificacién densitométrica de las medidas de granos positivos del ARNm de
5-HTT en peliculas en el nucleo del rafe del mesencéfalo mostré una reduccion del 30% en el nivel de expresion en el
grupo de ARNip-NLF comparado con el grupo de vehiculo.

Estos resultados indicaron que el ARNip-NLF selectivamente dirige los oligonucleétidos que realizan la interferencia del
ARNmM a neuronas serotoninérgicas especificas localizadas en los nucleos del rafe del mesencéfalo.

Se ensayd la densidad de proteina transportadora de serotonina como se describe en el ejemplo 4 usando
[H]C|talopram para la visualizacion autorradiografica de sitios 5-HTT. 24-48 horas después de la administracion
inatranasal de ARNip-NLF, los ratones se sacrificaron y sus cerebros se retiraron y se obtuvieron cortes frontales en
serie de 14 ym de espesor en las siguientes coordenadas AP, en mm, relativo al bregma (Franklin y Paxinos, 1997): 2,2
(corteza prefrontal — CPF), de 1,1 a 0,6 (putamen caudado, CPu, nucleos del tabique lateral y medial — Sep, palido
ventral, PV), de -1,5 a -1,8 (hipocampo — HPC, hipotalamo — Hip) y de -4,24 a -4,96 (nucleo dorsal del rafe — DR y
nucleo mediano del rafe — MnR). Brevemente, se descongelaron y secaron secciones congeladas de tejido, se
preincubaron en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7,4 a 25°C) que contenia NaCl 120 mM y KCI'5 mM durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después se incubaron en el mismo tampoén que contenia [ H]citalopram (70,0 Ci/mmol) 1,5 nM
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se definié la unién no especifica como lo que queda en presencia de
fluoxetina 1 uM. Después de incubar y lavar, las secciones de tejido se sumergieron en agua destilada helada y se
secaron rapidamente en una corriente de aire, Los tejidos se expusieron a pelicula sensible a tritio junto con estandar de
°H plasticos durante 40 dias a 4°C. El analisis cuantitativo de los autorradiogramas se hizo con un sistema de analisis de
imagen computerizado AIS. Usando datos calibrados de tejido de los estandares radiactivos coexpuestos, los valores de
DO de los autorradiogramas se transformaron a niveles de radiactividad unida (nCi/mg de proteina tisular) a regiones
especificas del cerebro en secciones de tejido.

Como se puede ver en la figura 15, la aplicacion intranasal de ARNip-NLF-5-HTT indujo una reduccion de los niveles del
transportador de serotonina en las diferentes areas cerebrales comparado con la administracién intranasal de vehiculo o
ARNip-NLF-ss determinado por ensayos de union autorradiograficos.

EJEMPLO 11
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Aumento en los niveles de 5-HT en corteza prefrontal en ratones tratados mediante aplicacion intranasal (i.n.) in vivo de
dosis de 10 y 30 ug/ratén de ARNip-NLF-5-HTT comparado con grupos control

Para evaluar los efectos de ARNip-NLF en las propiedades funcionales de 5-HTT, se evaluaron los efectos
neuroquimicos de inhibidores selectivos del transportador de 5-HT en los niveles de 5-HT en el cuerpo estriado dorsal
en respuesta a ARNip-NLF-5-HTT. Para este fin, se anestesiaron ratones macho C57BL/6J (21-29 g, de 9 a 12
semanas de edad machos) con pentobarbital 40 mg/kg, i.p. y se colocaron en un marco estereotaxico. A cada ratén se
le implanté una sonda de dialisis equipada con una membrana de cuprofan (1,5 mm de longitud; corte de peso
molecular 5000 Da) en el cuerpo estriado dorsal (CPFm) (en mm: AP +0,5, L -1,7, DV -4,5 a partir del bregma, segun el
atlas de Franklin y Paxinos, 1997).

Los experimentos de microdialisis se realizaron 24-72 horas después de la cirugia en ratones que se movian libremente,
mediante perfusion continua de sondas con LCRa (NaCl 125 mM, KCI 2,5 mM, CaCl; 1,26 mM, MgCl, 1,18 mM) a una
velocidad de 2,0 pl/min con una bomba jeringuilla WPI modelo sp220i unida a un pivote liquido saliente. Se recogieron
muestras de dializado de 60 ul cada 30 minutos en viales de microcentrifuga.

Después de un periodo inicial de estabilizacion de 60 minutos, se recogieron de cuatro a seis muestras basales antes de
la administracion local de citalopram (1-10-50 pM) o sistémica de fluoxetina (20 mg/kg i.p.) y después se recogieron
muestras de dializado sucesivas. Al final de los experimentos de dialisis, los ratones se sacrificaron y los cerebros se
retiraron inmediatamente y se congelaron a -70°C. Después de ello se cortaron cortes frontales (50 um) del cerebro en
un criostato y se tifieron con violeta de cresilo segun procedimientos estandar, para la localizacion de los sitios de
perfusion. Solo se usaron los datos obtenidos de animales con emplazamientos de las sondas histolégicamente
correctos para el posterior analisis estadistico.

Se determiné la concentracion de 5-HT en las muestras dializadas mediante HPLC usando una columna 3 um de
octadecilsilice (ODS) (7,5 cm x 0,46 cm) y se detect6 amperométricamente con un detector Hewlett-Packard 1049
ajustado a un potencial de oxidacion de 0,6 V. La fase mévil consistié en NaH,PO4.H,O 0,15 M, sulfato de octilo sodio
1,8 mM, EDTA 0,2 mM (pH 2,8 ajustado con acido fosférico) y metanol al 30% y se bombed a 0,7 mil/min. El tiempo de
retencion para 5-HT fue de 3,5-4 minutos y el limite de deteccion fue de 2 fmol/muestra.

Como se puede ver en la figura 16 habia una ausencia o descenso de respuesta de 5-HTT a inhibidores selectivos de 5-
HTT, incluyendo fluoxetina y citalopram en los niveles de serotonina en cuerpo estriado dorsal en el grupo de ratones
tratados con ARNip-NLF-5-HTT comparado con el grupo vehiculo. Esto evidencia que el silenciamiento de 5-HTT en
neuronas serotoninérgicas se puede evaluar funcionalmente mediante la reduccion de efectos de inhibidores selectivos
del transportador en la cantidad de 5-HT en areas terminales del cerebro.

Estos resultados demuestran que la administracion de ARNip conjugados a sertralina (ARNip-NLF) se dirige a las
neuronas serotoninérgicas interaccionando selectivamente con el 5-HTT, ademas de la secuencia del componente acido
nucleico (ARNip).

Los ejemplos 3 a 8 muestran que un ARNip-NLF dirigido contra un 5-HT1aR es capaz de silenciar el gen diana
especificamente en neuronas 5-HT localizadas en el nucleo dorsal del rafe. Este efecto se observa tanto después de
aplicacion intracerebroventricular como intranasal.

Los ejemplos 10 y 11 muestran que los ARNip-NLF especificos contra el 5-HTT también son capaces de silenciar el gen
diana, en este caso, el ARNm de 5-HTT. La capacidad de direccionamiento de la construccion ARNip-NLF de esta
invencion se ha observado tanto después de aplicacion cerebroventricular en el tercer ventriculo (D3V) como mediante
aplicacion intranasal a una dosis de 0,3 a 1 mg/kg (10 a 30 pg de moléculas ARNip por ratén). Este es un intervalo
terapéutico comun aceptado para terapias de ARNip y con potencial de aumentar para tratamientos humanos. La
aplicacion intranasal no invasora también aumenta la viabilidad de las moléculas de ARNip-NLF para evolucionar como
agente terapéutico.

EJEMPLO 12

Validacién de direccionamiento de un ARNip conjugado a nomifensina (ARNip-NLF-SS) por infusién
intracerebroventricular in vivo en el ventriculo lateral derecho

Este ejemplo muestra que un ARNip-NLF ss infusionado por via intracerebroventricular es capaz de alcanzar neuronas
especificas en el cerebro localizadas en la sustancia negra y locu ceruleo. Estas céluloas se tifien positivamente para
tirosina hidroxilasa, es decir, son neuronas dopaminérgicas o noradrenérgicas.

La secuencia usada fue un ANRIp sin sentido (ss) sin homologia con ningin gen humano, de ratén o rata:
ARNip-s AGUACUGCUUACGAUACGG SEQ ID NO:69
ARNip-a CCGUAUCGUAAGCAGUACU SEQ ID NO:70
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La secuencia tiene dimeros terminales de ADN de nucleétidos que contienen al menos una timina (T), no mostrado,
para evitar la interferencia con las proteinas que regulan el ARNm de procesos normales en la célula. El experto en la
materia conoce bien esta técnica. Con estos dimeros terminales los oligonucleétidos tienen 21pares de bases, lo que
permite un mecanismo eficaz de ARNi. La secuencia antisentido (a) también tiene una molécula de Cy3 para permitir su
visién en microscopia confocal.

Para la infusion de los ARNip, ratones C57B1/6Ncrl machos se anestesiaron profundamente con isofluorano y se
colocaron en un adaptador de ratones (Stoelting, ref. 51625) unido a un marco estereotaxico con lectura con indicador
digital (David Kopf Instruments, modelo 940). Después de realizar un agujero en el craneo con una aguja estéril de 21 G
x 38,1 mm, la jeringuilla de inyeccién (Hamilton de 10 ul) administré 2 pl de la solucién de ARNip ARNip-NLF-SS-Cy3 en
agua destilada (dosis total 100 ug) o vehiculo en el ventriculo lateral derecho (desde el bregma AP +0,26, L -0,75 DV -
2,5) por medio de una bomba de jeringuilla (KD Scientific, KDS 310) a una velocidad de flujo constante de 0,5 pl/min
(n=2 para cada punto temporal). La aguja se dejo en el lugar durante 3 minutos para evitar flujo hacia arriba de la
solucion de ARNip.

Los ratones se perfundieron con PFA al 4% a dos puntos temporales diferentes, 1 y 3 horas después de la
administracion del ARNip. Los cerebros se disecaron y se posfijaron en una solucion de PFA al 4% durante 24 horas a
4°C. Después los cerebros se colocaron en una solucion de sacarosa al 30% durante 48 horas a 4°C. Los cerebros se
congelaron en 2-metilbutano de -30 a -40°C y se almacenaron a -80°C. Los cerebros se seccionaron en un criostato
Leica CM3050 S (30 mm). Las secciones en flotacion libre se lavaron y almacenaron a 4°C en PBS 0,1 M y azida sddica
al 0,001%.

Las secciones se lavaron en PBS, se bloqueron con suero de cabra al 2% y Triton al 0,1% y se incubaron con
anticuerpo anti-TH (1:800, raton) durante la noche a 4°C. Después de lavar, las secciones se incubaron con anticuepo
secundario anti-raton Alexa Fluor 647 (Invitrogen) durante 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo, las secciones se
montaron con medio de montaje de fluorescencia de Dako y se analizaron usando un microscopio confocal espectral
(FV1000 Olympus). Se generaron fotos usando FV10-ASW 1.7 Viewer.

Como se puede ver en las figuras 17 y 18, después de 1 hora de infusion icv, algunas células positivas para TH en la
pars compacta de la sustancia negra y el locu cerdleo también eran positivas para Cy3. No todas las células positivas
para TH fueron positivas para Cy3, pero un gran porcentaje de ellas tenia fluorescencia de Cy3 en el interior lo que
indica que la molécula de ARNip-NLF-SS-Cy3 se incorpord en algunas neuronas positivas para TH.

EJEMPLO 13

Validacién de direccionamiento de un gapmero 2-O’-metilmodificado sin sentido marcado con Cy3 conjugado a
sertralina a neuronas serotoninérgicas por administracion intraventricular

Se sintetizé un conjugado que comprende un gapmero que comprendia alas de ARN de 3 nucleétidos conteniendo cada
una 2-O’-metil y una region gap sin sentido de 10 nucledétidos de longitud con una secuencia no especifica (sin sentido).
El gapmero se conjuga a sertralina a través de su extremo 5’ y a Cy3 a través de su extremo 3'. Los ratones recibieron
una unica infusion intracerebroventricular (30 ug) del conjugado de Cy3 en el tercer ventriculo dorsal y se sacrificaron 24
horas después de la infusién (n=2 ratones). La localizacién del marcaje de Cy3 se determind después por microscopia
laser confocal. El experimento muestra (figura 19) que el gapmero se localiza especificamente a neuronas
serotoninérgicas.
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caacaccaca acgucccugg agcccuucgg gacaggcgge aacgauacug gccucuccaa

cgugaccuuc agcuaccaag ugaucaccuc ucuuuugcug gggacgeuca

<210> 3

<211> 110

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 3
gcccauggeu gecucuguace aggugcucaa caaguggacu cugggucagg ucaccuguga

ccuguuuauc gececuggaug ugcugugeug cacuucguce auccugeace
<210> 4

<211> 2321

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 4
ugauaguugc aauaaccucc ucucuauucg aaaucccaau ucuucacgau ggaaguuuaa

accucggcga uucaaggaag aaaacccaaa cagaaaauau aaacuguaug gacaucuacc

100

60

70

60

110

60

110

60

120
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augcccacua ggacugccac Ccucugcccu auaucuggaa cuuugagguu caagacugeu
CugucuCuCC cucccucuug cucuagaaac aucuguucce uuuggguguc aauguacacu
gcugauucug gucuccaugc acucacggcu ggucugggaa aguuggaacu acuuuggguu
auggugcccu ggaauuguuu gccuugcuga auagcaaaag aucccuuuce ccaaugcaca
gcacccacuu ucuguauuuu guuuguuugu uuguuuuaac ucaaaaucaa gugacaaaga
ugucugcugg aguggacuua uaagcaagaa gccaggccca aaaggaagag ccaagaaggc
cugcggaugu uuuccuguce uggugucage acucaccaaa gaaauugaca aucagacuau
uuggaaggaa gaguuuuauu ccuguaguuu guuggcuuuu cuguaaguuc uggaaaggcc
uuguggacug cagaaggcgc ccacugcugg ccagggaggg cucauugagg gugcugagau
gceecgggaug geucaccuca cccucaguuu cuuuucuagg agugagcuau geccagageag
cucaccuuga guuugcagec uccggguucce uccacucace ucucacagua uccaggageu
aguagagaag uuugaguuug ugcaagaggu uggagacuua gaauuucuaa ggaagugugg
gugugaggca cguagaggag guaaggagca aaagggcucc uaagugcuuc caacuccuge
ggcgugccca gggggugggg gugaccuaaa ggggcaauuu uaagcauagg augcaaaguu
ucucaaucua CCCCUuuCCCC cuuucaagga acagcauugu guagcauuuc cuaaaaauge
ccggauuuau ucuccgggac auucugugcu cacacaaauu ucgcagaucu cugggcucuc
auugugaagg guaucaacac cucaccauua ccuaccuagg aucuugaucu cagagaccua
aaagagagag cgaucucugu ggagucccag ccaagucagc ccccaaauuc ugaggguaaa
accaguuuug uguccucuca auuuuuaaag cauuuuucuc cgcuaggggu ucuuuuccug
cuguuauuuu ugcuguccca cccccaccuc agagaagaaa auuauuuagg ugcuuccuuu
gaauguacau uucuagcuaa gugagagggc aucaaauggu uuugcguuau aucugaacuu
Cgaauuuucu guugaauaau gguuuccuuu ucaagcaauu auacggagau uuuuuucacc
ccccauccee uucagcugua ucuuuccaau gucugcaccu gcuguuuuga aaacccguge
ugcauuuuuu uuuaaauugc caaaguugcu ggugagaucu cccccuugug uuuauaaaca
gggagaaagg acugcccuge cacaugaagc cauuguuuuu auuuguuaaa cugagcaaag
uuucuuuugc ucuacucuaa agugggaaug aguauuacag ucccuugcaa cagagccauu
ucagaaugua agccuguagg guguccacac cugagagacu gacagggggu ucuguggaga
agacgcacug ggcugggcuu cuccaguaca aacaguacuu guuuguaaau uuagcuugcu
uuauuuguuu guuuguuuau uuauuuauca caaaaaugaa guagaacuau auggccaaau
aauauuuuuc uguaugcuuu acuauuuuua gaccagauca uuuacuugaa auaaagauca
uuuacuugaa auaaaucaau cccuaaauuu cagauguuaa auuggaaacc aagaccucua
acuuccaguu cucuguauuu uUuuuuuuuCC aauuaggaau guuugaccgu gaugggggag

101

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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gggcauugcu cuuguuacuu ugagaaagag acuuuaaaca agacuggaaa gggggcaccc
agcuggaaua uaauugccaa guaauagagc aaucagagaa cuaagugcaa caugccgcac
agcucuaaag aaccccugau gcuuguuuua uuuuaaaaua cuuguauuac aguaaaaugu
uaaugcauca aaauuggccu ucacuuuuce uugugauaau aaaggacuuu aguaauggca

augcuguaau aaacuaagac caguaaccua uauguaccuu u

<210> 5
<211> 19
<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

<400> 5
ggaagagugu agggcuuac

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

<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

<400> 6
guaagcccua cacucuucc

<210> 7
<211> 19
<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

<400> 7
cgauacuggc cucuccaac

<210> 8
<211> 19
<212> ARN

<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

<400> 8
guuggagagg ccaguaucg

<210> 9
<211> 19
<212> ARN

<213> Artificial

102

2100

2160

2220

2280

2321

19

19

19

19
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<220>
<223>

<400>

ES 2 638 309 T3

Cadena sentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

9

ggugcucaac aaguggacu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

19
ARN
Artificial

Cadena antisentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

10

aguccacuug uugagcacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11

19
ARN
Artificial

Cadena sentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén
11

cgauggaagu uuaaaccuc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

19
ARN
Artificial

Cadena antisentido de un ARNip especifico de 5-HT1A de ratén

12

gagguuuaaa cuuccaucg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

21
ADN
Artificial

Cadena sentido para un ARNip especifico de SERT

13

cuccuggaac acuggcaact t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

14

21
ADN
Artificial

Cadena sentido para un ARNip especifico de sinucleico

103

19

19

19

19
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<400>

ES 2 638 309 T3

14

gcuagcuaca acaaguucat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

21
ADN
Artificial

Cadena antisentido para un ARNip especifico de SERT

15

ugaacuuguu guagcuagct t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

20
ADN
Artificial

ARNip de alfa-sinucleina

16

ggaaagacaa aagaggugtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

20
ADN
Artificial

ARNip de alfa-sinucleina

17

ggaaagacaa aagaggugtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

21
ADN
Artificial

ARNip de alfa-sinucleina

18

ggaggaauuu uagaagaggt t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

21
ADN
Artificial

ARNip de alfa-sinucleina

19

uguuggagga gcaguggugt t

104

21

21

20

20

21

21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 638 309 T3

20

21
ADN
Artificial

GGACCAGUUGGGCAAGAAUTT

20

ggaccaguug ggcaagaaut t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21

63
ADN
Artificial

antisentido de horquillas de alfa-sinucleina

21

gatcccecgga ccagttgggc aagaatttca agagaattct tgccaactgg tectttttgg

aaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22
64
ADN
Artificial

antisentido de horquilla de alfa-sinucleina

22

ctagtttcca aaaaggacca gttgggcaag aattctcttg aaattcttgc ccaactggtc

€999

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

23

gguguggcaa caguggcuga g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24
21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

24

aacaguggcu gagaagacca a

105

21

60

63

60

64

21

21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 638 309 T3

25

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

25

auugcagcag ccacuggcuu u

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

26

aagugacaaa uguuggagga g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

27

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

27

gaagaaggag ccccacagga a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

28

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

28

cgggugugac agcaguagct t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

29

uccugacaau gaggcuuaut t

<210>
<211>
<212>
<213>

30

21
ADN
Artificial

106

21

21

21

21
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<220>
<223>

<400>

ARNip de sinucleina

30

uccugacaau gaggcuuaut t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

31

cuacgaaccu gaagccuaat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

32

cuacgaaccu gaagccuaat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

33

cuacgaaccu gaagccuaat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

34

cuauuguaga guggucuaut t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35

20
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

ES 2 638 309 T3
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<400>

35

cuaugagccu gaagcuaatt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

21
ADN
Artificial

ARNip de sinucleina

36

cuaugagccu gaagccuaat t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37

23
ADN
Artificial

ARNip de dopamina beta-hidroxilasa

37

gaccacguac uggugcuaca uta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38

21
ADN
Artificial

ARNip de BAX

38

ucgauccugg augaaaccct g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

21
ADN
Artificial

ARNip de tau

39

aatcacaccc aacgtgcaga a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

21
ADN
Artificial

ARNip de tau

40

aactggcagt tctggagcaa a

ES 2 638 309 T3

20

21

23

21

21

21
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2 638 309 T3

41

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (sentido)

41

tcgaagtgat ggaagatcac gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (antisentido)

42

cttcactacc ttctagtgeg ac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

43

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (sentido)

43

cagccgggag tcggcaaggt gc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

44

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (antisentido)

44

cggccctcag cccttccacg tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45

24
ADN
Artificial

ARNip de tau (sentido)

45

acgtcctcgg cggeggceagt gtge

<210>
<211>
<212>
<213>

46
24
ADN
Artificial

109

22

22

22

22

24
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<220>
<223>

<400>

ARNip de tau (antisentido)

46

caggcgcctg cggcgtcaca cgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47
21
ADN
Artificial

ARNip de tau (sentido)

47

acgtctccat ggcatctcag ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

48
21
ADN
Artificial

ARNIip de tau antisentido

48

ttgctgagat gccatggaga ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

49

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (sentido)

49

gtggccagat ggaagtaaaa tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

50

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (antisentido)

50

ccggtctacc ttcattttag ac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

51

22
ADN
Artificial

ARNip de tau (sentido)
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<400> 51
gtggccagat gcaagtaaaa tc

<210> 52
211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ARNip de tau (antisentido)

<400> 52
ccggtctacg ttcattttag ac

<210> 53
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARNip de tau

<400> 53
ggttcagcca tgctgcttca aagcc

<210> 54
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> ARNip de tau

<400> 54
tgataatcga caggaggcga ggaca

<210> 55
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARNip de Huntingtina

<400> 55
aagaggagga ggccgacgcc ¢

<210> 56
<211> 19
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> ARNip sin sentido

<400> 56
aguacugcuu acgauacgg

ES 2 638 309 T3
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<210> 57
<211> 19
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> ARNip sin sentido

<400> 57
ccguaucgua agcaguacu

<210> 58
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARNip especifico de nNOS

<400> 58
caaagagatc gacaccatc

<210> 59
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARNiIp especifico de nNOS

<400> 59
gatggtgtcg atctctttgt t

<210> 60
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARNip especifico de nNOS

<400> 60
cacgcatgtc tggaaaggc

<210> 61
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ARNip especifico de nNOS

<400> 61
gcctttccag acatgegtgt t

<210> 62
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2 638 309 T3
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<220>
<223>

<400>

ARNip especifico de nNOS

62

ggtctatcca atgtccaca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63

21

ADN
Artificial

ARNip especifico de nNOS

63

tgtggacatt ggatagacct t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

64

19

ADN
Artificial

ARNip especifico de INOS

64

ccaccagtat gcaatgaat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

65

21

ADN
Artificial

ARNip especifico de INOS

65

acaacaggaa ccuaccagct t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

66

21

ADN
Artificial

ARNip especifico de INOS

66

gcugguaggu uccuguugut t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

67

21

ADN
Artificial

antisentido especifico de INOS

67
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68

18

ADN
Artificial

antisentido especifico de INOS

68

tttgccttat actgttcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

69

19

ARN
Artificial

ARNip sin sentido

69

aguacugcuu acgauacgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

70

19

ARN
Artificial

ARNip sin sentido

70

ccguaucgua agcaguacu

ES 2 638 309 T3
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REIVINDICACIONES

Un conjugado que comprende:

i) al menos un agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transportador de
neurotransmisor, en donde el agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un
transportador de neurotransmisor se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina (ISRS), un inhibidor de la recaptacion de noradrenalina (IRN), un inhibidor de la
recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND) y

ii)  al menos un acido nucleico que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que se expresa
en la misma célula que el transportador de neurotransmisor,

donde la unién del acido nucleico a la molécula diana produce la inhibicién de la actividad de la molécula diana.

El conjugado segun 1 en donde la secuencia de acido nucleico que es capaz de unirse especificamente a una
molécula diana que se expresa en la misma célula que el transportador del neurotransmisor se selecciona del
grupo que consiste en un oligonucleétido ARN bicatenario de interferencia, un oligonucleétido antisentido, un
gapmero, un APN, un LNA, una ribozima y un aptamero.

Un conjugado como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 en donde el agente de selectividad se
conjuga al extremo 5’ del oligonucledtido.

Un conjugado como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde el agente de selectividad y el
oligonucledtido estan unidos por un grupo enlazador.

Un conjugado como se define en la reivindicacion 4 que comprende ademas una segunda secuencia de
oligonucledtido que es complementaria a la primera secuencia de oligonucledétido.

Un conjugado como se define en la reivindicacion 2 en donde el ARN de interferencia es un ARNip.

Un conjugado como se define en la reivindicacion 6 que comprende ademas un grupo protector que esta unido al
extremo 5’ del segundo oligonucledtido.

Un conjugado como se define en la reivindicacion 7 en donde el grupo protector unido al extremo 5’ del segundo
oligonucledtido tiene la estructura

M-L1g-[(A-L2)a-(B-L3)p)c-
en donde:
M es H o un grupo lipidico

A y B representan unidades monoméricas seleccionadas independientemente del grupo que consiste en un
monosacarido y un alquilenglicol (C2-Cyo);

a y b son nimeros enteros que varian de 0 a 50;
C es un numero entero que varia de 0 a 30;

L1, L2 y L3 son compuestos enlazadores independientemente seleccionados del grupo que consiste en
fosfodiéster, fosforotioato, carbamato, metilfosfonato, guanidinio, sulfamato, sulfamida, formacetal, tioformacetal,
sulfona, amida y mezclas de los mismos;

des061.

El conjugado segun la reivindicacién 8 en donde el monosacarido se selecciona del grupo que consiste en
furanosa, fructosa, furanosa, glucosa, galactosa, manosa, un monosacarido modificado, acido silico y eritrosa.

El conjugado segun la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9 en dondel el alquilenglicol (C2-C2) se selecciona del
grupo que consiste en etilenglicol, propilenglicol y mezclas de los mismos.

El conjugado segun la reivindicacion 10, en donde M es H, A es una furanosa; B es un etilenglicol de C18; a, by
cson 1,des 0y L2y L3 son enlaces fosfodiéster.

El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 que tiene una estructura seleccionada del grupo
que consiste en la estructura (I) o (Il)
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(I

en donde

R1, R2, R3, R* y R® se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo de C+-Cs;

X e Y se seleccionan independientemente de hidrogeno, halégeno, alquilo de C4-Cs, haloalquilo de C4-C;, OR? y
SRb, en donde R® y R® se seleccionan independientemente de alquilo de C4-C3 y arilo de Cs-Cio;

W se selecciona de hidrégeno, halégeno, CN, NO., alquilo de C4-Cs, haloalquilo de C4-Cs, NRCRd, SOzNReRf,
NRUSO,R", COzR’, en donde R, R%, R%, R, RY, R" y R’ se seleccionan independientemente de hidrégeno y alquilo
de C1-C3;

m, ny p se seleccionande 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 y 13, en donde la suma de m+n+p es un ndmero
entero seleccionado de 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

Un conjugado como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 seleccionado del grupo de:

(i)

(ii)

(iif)

un conjugado en donde el agente de selectividad es un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina
(ISRS) y la molécula diana se selecciona del grupo que consiste en el receptor de serotonina de tipo 1A
(5-HT1a), el ARNm que codifica el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT+a), la proteina transportadora
de serotonina y el ARNm que codifica el transportador de serotonina;

un conjugado en donde el agente de selectividad se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND) y la molécula diana es alfa-sinucleina o el ARNm que codifica alfa-
sinucleina;

un conjugado en donde el agente de selectividad es un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina (IRN)
y en donde la molécula diana es la dopamina-B-hidroxilasa o el ARNm que codifica la dopamina-3-
hidroxilasa;
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(iv)  un conjugado en donde el agente de selectividad se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND) y la molécula diana es BAX o el ARNm que codifica BAX;

(v) un conjugado en donde el agente de selectividad se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND) y la molécula diana es tau o el ARNm que codifica tau; y

(vi)  un conjugado en donde el agente de selectividad se selecciona del grupo que consiste en un inhibidor de
la recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina-dopamina (IRSND) y la molécula diana es huntingtina o el ARNm que codifica huntingtina.

Un conjugado segun la reivindicacion 13 en donde el conjugado tiene la estructura

@) @)
H I _ »
N (CH2)mn—O—P—0—Qligonucleétido]-OH-3'
HN 5 Y |
R
4\N \ 'e)
T
R3
R2
R,'

Un conjugado como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 para su uso en medicina.
Un conjugado como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en donde
(i) el agente de selectividad es un inhibidor selectivo de la recaptacion de serotonina (ISRS), y

(ii) el oligonucledtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana seleccionada del grupo
del ARNm que codifica el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1A), el ARNm que codifica el
transportador de serotonina, el receptor de serotonina de tipo 1A (5-HT1A) y el transportador de
serotonina

para su uso en el tratamiento o prevencion de un trastorno relacionado con depresion.
Un conjugado como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en donde

(i) el agente de selectividad se selecciona del grupo de un inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-
dopamina (IRND) y un inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina-dopamina (IRSND) y

(ii) el oligonucleodtido es capaz de unirse especificamente a una molécula diana que es el ARNm que
codifica la alfa-sinucleina o el polipéptido alfa-sinucleina

para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad asociada con el depdsito de cuerpos de Lewy.

Un conjugado para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 17 en donde el conjugado se administra
por via intracerebroventricular o intranasal.
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