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DESCRIPCION
Molécula de acido nucleico monocatenario que tiene una cadena principal de aminoacidos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenario que inhibe la expresion genética.
Mas particularmente, la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenario que tiene una
cadena principal de aminoacidos, una composicioén que contiene a la misma y al uso de la misma.

Antecedentes de la técnica

Como técnica para inhibir la expresion genética, por ejemplo, se conoce el ARN de interferencia (ARNi) (Documento
de no patente 1). La inhibicion de la expresion genética por el ARN de interferencia por lo general se lleva a cabo,
por ejemplo, mediante la administraciéon de una molécula de ARN bicatenario corta para una célula o similar. La
molécula de ARN bicatenario mencionada anteriormente por lo general se denomina ARNsi (ARN de interferencia
pequefo). Se ha informado que la expresion genética también puede ser inhibida por una molécula de ARN circular
que tiene una doble hebra formada parcialmente en el mismo por medio de hibridacién intermolecular (Documento
de Patente 1). El Documento de Patente 2 describe composiciones y métodos para modular la expresion genética
usando polinucleotidos precursores asimétricamente activos. El Documento de Patente 3 describe oligonucledtidos
de tipo de fibras cortas y farmacos que los comprenden. EI Documento de Patente 4 describe composiciones y
métodos para modular la expresion genética usando oligonucleétidos autoprotegidos. EI Documento de Patente 5
describe moléculas complejas que interfieren con la expresion de genes diana y sus métodos de preparacion. El
Documento de No Patente 2 describe la sintesis, estructura y actividad biolégica de los ARN nanocirculares con
forma de pesa para el ARN de interferencia.

[Listado de Documentos]
[Documento de no patente]
Documento de no patente 1: Fire et al., Nature, 19 de Feb de 1998; 391 (6669) :806-11

Documento de no patente 2: Abe et al., Bioconjugate Chemistry, 19 de Oct de 2011; 22 (10) : 2082-92 [documento
de patente]

Documento de patente 1: US-A-2004-058886
Documento de patente 2: WO-2009-076321
Documento de patente 3: US-2006-0276421
Documento de patente 4: US-2009-0005332
Documento de patente 5: US-2010-0317714.
Compendio de la Invencion

Problemas a resolver por la invencion

Sin embargo, en cada una de las técnicas mencionadas anteriormente, las moléculas de ARN para inducir la
inhibicion de la expresion genética tienen los problemas que siguen a continuacion.

En primer lugar, para producir el ARNsi mencionado anteriormente, es necesario sintetizar una hebra sentido y una
hebra antisentido por separado e hibridar estas hebras al final del proceso. Por lo tanto, existe un problema de baja
eficacia de fabricacion. Ademas, cuando el ARNsi mencionado anteriormente se administra a una célula, es
necesario administrar el ARNsi a la célula mientras se reprime la disociacién a los ARN de una sola hebra, lo que
requiere una laboriosa tarea de establecer las condiciones para la manipulacion del ARNsi. La molécula de ARN
circular presenta el problema de que su sintesis es dificil.

Estas moléculas de ARN estan formadas basicamente por restos de nucleétidos. En la actualidad, para impartir una
cierta funcion o para etiquetar las moléculas de ARN mencionadas anteriormente, no hay ningun otro modo mas que
modificar, por ejemplo, cualquiera de los componentes, es decir, una base, un resto de azucar, o un grupo fosfato,
del resto(s) de nucledtidos. Por lo tanto, en el desarrollo de productos farmacéuticos y similares utilizando ARN de
interferencia, es muy dificil alterar las moléculas de ARN para impartir una funcion adicional a los mismos o para
etiquetarlos a la vez que mantienen su funcion de inhibicion de la expresion genética.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar una nueva molécula de acido nucleico que se pueda
producir de forma facil y eficaz y que pueda inhibir la expresion genética.
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Medios para resolver los problemas

Para conseguir el objeto mencionado anteriormente, la molécula de acido nucleico de la presente invencion es una
molécula de acido nucleico monocatenario que comprende una secuencia inhibidora de la expresion que inhibe la
expresion de un gen diana, y que comprende la region (X), la region (Y), la region conectora (Lx), la region conectora
(Ly), la regién (Xc) y la region (Yc), en donde

la region conectora (Lx) esta unida entre la region (X) y la region (Xc),
la region conectora (Ly) esta unida entre la region (Y) y la region (Yc),

la region (Xc) es complementaria a la region (X), la region (Yc) es complementaria a la region (Y), una region interna
(Z) esta formada por la region (X) y la region (Y) que estan unidas entre si,

al menos una de la region (Z), la region (Xc) y la region (Yc) contiene la secuencia inhibidora de la expresion, y la
region conectora (Lx) y la region conectora (Ly) estan representadas por la siguiente formula (I-1) o (I-4) en donde n
es un numero entero de 0 a 30 y m es un nimero entero de 0 a 30:

“‘(T%J\/ﬁ( Oy

(1—1)
o ( NH,
T Y Y Y
O
(1—4)

opcionalmente en donde,
(i) enla formula (I-1),n =11y m = 12;
(i)enlaféormula (I-1),n=5ym=4;0
(iii) en la formula (I-4), n=5y m =4.

En la presente memoria también se describe una molécula de acido nucleico monocatenario que contiene una
secuencia inhibidora de la expresion que inhibe la expresion de un gen diana, y que contiene la region (X), la region
conectora (Lx) y la regién (Xc), en donde la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) esta unida entre la
region mencionada anteriormente (X) y la regidon mencionada anteriormente (Xc), la region mencionada
anteriormente (Xc) es complementaria a la region mencionada anteriormente (X), al menos una de la region
mencionada anteriormente (X) y la regiéon mencionada anteriormente (Xc) contiene la secuencia inhibidora de la
expresion mencionada anteriormente, y la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) contiene un grupo
atéomico obtenido a partir de un aminoacido.

La primera composicién de la presente invencion es una composicion para inhibir la expresion de un gen diana, y de
forma caracteristica contiene la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién mencionada
anteriormente.

La segunda composicion de la presente invencién es una composicion farmacéutica que de forma caracteristica
contiene la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién mencionada anteriormente.

El método para inhibir la expresion de la presente invencién es un método in vitro para inhibir la expresion de un gen
diana, que de forma caracteristica usa la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién
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mencionada anteriormente.

El método de induccién de la expresion de la presente invencién es un método in vitro para inducir ARN de
interferencia que inhibe la expresion del gen diana, en donde se emplea la molécula de acido nucleico
monocatenario de la presente invencion mencionada anteriormente.

La invencion incluye una molécula de acido nucleico monocatenario de la invencién para su uso en un método para
tratar una enfermedad. El método incluye una etapa de administracion de la molécula de acido nucleico a un
paciente, en donde la molécula de acido nucleico tiene, como secuencia inhibidora de la expresion mencionada
anteriormente, una secuencia que inhibe la expresion de un gen produciendo la enfermedad mencionada
anteriormente.

Efecto de la invencion

La molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién puede inhibir la expresion genética. Dado
que no es circular, su sintesis es facil. Dado que se trata de una sola hebra que no require una etapa de hibridacién
para una doble hebra, se puede producir de forma eficaz. Ademas, dado que la regiéon conectora mencionada
anteriormente contiene el resto no nucleotidico mencionado anteriormente, por ejemplo, la alteracion convencional
de un resto de nucleétido no es la opciodn limitada pero, por ejemplo, también es posible una alteracion tal como la
modificacion de la region conectora mencionada anteriormente y similares.

Los inventores de la presente invencion fueron los que descubrieron en primer lugar que la expresion genética se
puede inhibir segun la estructura de la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invenciéon. Se
especula que el efecto inhibidor de la expresién genética de la molécula de acido nucleico monocatenario de la
presente invencion esta causado por un fendmeno similar al del ARN de interferencia. Sin embargo, se debe
observar que la inhibicion de la expresion genética en la presente invencion no esta limitada ni restringida por el
ARN de interferencia.

Breve descripcion de las figuras

FIG. 1 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de la molécula de acido nucleico monocatenario de
la presente descripcion.

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

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

FIG. 4 es un grafico que muestra el nivel relativo de expresion genética de GAPDH en el Ejemplo de la presente
invencion.

FIG. 5 muestra el ARNss usado en un Ejemplo de Referencia.

FIG. 6 es un grafico que muestra el nivel relativo de expresion genética de GAPDH en un Ejemplo de Referencia.
FIG. 7 es un grafico que muestra el nivel relativo de expresion genética de TGF-1 en un Ejemplo de Referencia.
FIG. 8 es un grafico que muestra el nivel relativo de expresion del gen LAMA en un Ejemplo de Referencia.

FIG. 9 es un grafico que muestra el nivel relativo de expresion del gen LMNA en un Ejemplo de Referencia.

FIG. 10 muestra el ARNss usado en un Ejemplo de Referencia.

FIG. 11 es un grafico que muestra el nivel relativo de expresion genética de GAPDH en un Ejemplo de
Referencia.

Fig. 12 es un grafico que muestra el efecto inhibidor de la expresion del gen de luciferasa de luciérnaga
(actividad relativa de luciferasa) de la linea de células MCF-7 de cancer de mama expresa de forma estable la
luciferasa de luciérnaga (pGL3 Luc) en el Ejemplo de la presente invencion.

Descripcion de realizaciones

A menos que se especifique de otro modo, los términos usados en la presente memoria descriptiva hacen referencia
a lo que por lo general se refieren en la técnica.

1. Molécula de ssPN

La molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencién es, como se ha descrito anteriormente, una
molécula de acido nucleico monocatenario que comprende una secuencia inhibidora de la expresion que inhibe la
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expresion de un gen diana, y que comprende la region (X), la region (Y), la region conectora (Lx), la region conectora
(Ly), la regién (Xc) y la region (Yc), en donde

la region conectora (Lx) esta unida entre la region (X) y la region (Xc),
la region conectora (Ly) esta unida entre la region (Y) y la region (Yc),

la region (Xc) es complementaria a la region (X), la region (Yc) es complementaria a la region (Y), una regioén interna
(Z) esta formada por la region (X) y la region (Y) que estan unidas entre si,

al menos una de la region (Z), la region (Xc) y la region (Yc) contiene la secuencia inhibidora de la expresion, y la
region conectora (Lx) y la region conectora (Ly) estan representadas por la siguiente formula (I-1) o (I-4) en donde n
es un numero entero de 0 a 30 y m es un numero entero de 0 a 30:

“‘L:”O\“%La/ﬁf Iy

(1—1)
%H)Lﬁ;r RyA
(I—4)

opcionalmente en donde,
(i) enla formula (I-1),n =11y m = 12;
(i)enlaféormula (I-1),n=5ym=4;0
(iii) en la formula (I-4), n=5ym =4.

En la presente memoria también se describe una molécula de acido nucleico monocatenario que contiene una
secuencia inhibidora de la expresion que inhibe la expresion de un gen diana, y que contiene la region (X), la region
conectora (Lx) y la regién (Xc), en donde la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) esta unida entre la
region mencionada anteriormente (X) y la regidon mencionada anteriormente (Xc), la region mencionada
anteriormente (Xc) es complementaria a la region mencionada anteriormente (X), al menos una de la region
mencionada anteriormente (X) y la regiéon mencionada anteriormente (Xc) contiene la secuencia inhibidora de la
expresion mencionada anteriormente, y la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) contiene un grupo
atéomico obtenido a partir de un aminoacido.

En la presente invencion, "inhibicion de la expresion de un gen diana" se refiere, por ejemplo, a la inhibicion de la
expresion del gen diana mencionado anteriormente. EI mecanismo a través del cual se consigue la inhibicion
mencionada anteriormente no esta limitado en particular, y puede ser, por ejemplo, regulaciéon negativa o
silenciamiento. La inhibicion mencionada anteriormente de la expresion del gen diana se puede verificar, por
ejemplo, mediante una disminucién de la cantidad aductor de transcripcion obtenido a partir del gen diana; una
disminucién de la actividad del producto de transcripcion mencionado anteriormente; una disminucién de la cantidad
de un producto de traduccion generado a partir del gen diana mencionado anteriormente; una disminucion de la
actividad del producto de traduccion mencionado anteriormente; o similares. Las proteinas mencionadas
anteriormente pueden ser, por ejemplo, proteinas maduras, proteinas precursoras antes de ser sometidas a
procesamiento o modificacion después de la traduccion, o similares.

En lo sucesivo en la presente memoria, la molécula de acido nucleico monocatenario de la presente invencion
también se puede denominar "molécula de ssPN" de la presente invencién. La molécula de ssPN de la presente
invencion se puede usar para inhibir, por ejemplo, la expresiéon de un gen diana in vivo o in vitro y también se puede
denominar "molécula de ssPN para inhibir la expresién de un gen diana" o "inhibidor de la expresion de un gen
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diana". Ademas, la molécula de ssPN de la presente invencion puede inhibir la expresion del gen diana mencionado
anteriormente, por ejemplo, mediante ARN de interferencia, y también se puede denominar "molécula de ssNP para
ARN de interferencia”, "molécula de ssPN para inducir ARN de interferencia ", o "ARN de agente de interferencia o
agente inductor de ARN de interferencia". La presente invencion también puede inhibir, por ejemplo, un efecto
secundario tal como la induccién con interferon.

En la molécula de ssPN de la presente invencion, el extremo en la posicion 5' y el extremo en la posicion 3' no estan
unidos entre si. Por lo tanto, la molécula de ssPN de la presente invencién también se puede denominar "molécula
de acido nucleico monocatenario lineal".

En la molécula de ssPN de la presente invencion, la secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente
es una secuencia que presenta, por ejemplo, una actividad de inhibicion de la expresién mencionada anteriormente
de un gen diana cuando la molécula de ssPN de la presente invencion se introduce en una célula in vivo o in vitro.
La secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente no esta limitada en particular, y se puede
establecer como apropiada dependiendo del tipo de gen diana. Como secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente, por ejemplo, una secuencia implicada en el ARN de interferencia producida por ARNsi
se puede usar como apropiada. Por lo general, el ARN de interferencia es un fenémeno en el que un ARN
bicatenario largo (ARNds) se extingue en una célula con Dicer para producir un ARN bicatenario (ARNsi: ARN de
interferencia pequefio) formado por aproximadamente 19 a 21 pares de bases y que tiene un extremo en la posicion
3' que se proyecta, y uno de los ARN monocatenarios se une a un ARNm diana para degradar el ARNm mencionado
anteriormente, mediante se inhibe lo cual la traduccién del ARNm. Dado que la secuencia del ARN monocatenario
del ARNsi mencionado anteriormente se une al ARNm diana mencionado anteriormente, por ejemplo, se ha
informado de diversos tipos de secuencias para diversos tipos de genes diana. En la presente invencién, por
ejemplo, la secuencia del ARN monocatenario del ARNsi mencionado anteriormente se puede usar como la
secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente.

Se deberia indicar que el objeto de la presente invencién no es la informaciéon de secuencias de la secuencia
inhibidora de la expresién mencionada anteriormente para el gen diana mencionado anteriormente, sino, por
ejemplo, la estructura de una molécula de acido nucleico que permita la funcidon de la actividad inhibidora de la
expresion del gen diana mencionada anteriormente debido a la secuencia inhibidora de la expresiéon mencionada
anteriormente en una célula. Por lo tanto, en la presente invencién, no solamente se pueden usar las secuencias del
ARN monocatenario del ARNsi conocido en el momento de la presentacién de la presente solicitud sino también
secuencias que se podrian identificar en él, por ejemplo, como la secuencia inhibidora de la expresidon mencionada
anteriormente.

La secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente es complementaria, por ejemplo, preferiblemente
en al menos un 90 %, mas preferiblemente complementaria en un 95 %, ain mas preferiblemente complementaria
en un 98 %, y de forma particularmente preferible complementaria en un 100 % con una region determinada del gen
diana mencionado anteriormente. Cuando se satisface tal complementariedad, por ejemplo, un efecto colateral se
puede reducir suficientemente.

Como ejemplos especificos, cuando el gen diana es un gen GAPDH como secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente se puede usar, por ejemplo, una secuencia con una longitud de 19 bases mostrada como
SEQ ID NO: 5. Cuando el gen diana es TGF-B1, como secuencia inhibidora de la expresion mencionada
anteriormente se puede usar, por ejemplo, una secuencia con una longitud de 21 bases mostrada como SEQ ID
NO: 15; cuando el gen diana es un gen LAMA1, como secuencia inhibidora de la expresiébn mencionada
anteriormente se puede usar, por ejemplo, una secuencia con una longitud de 19 bases mostrada como SEQ ID
NO: 16; y cuando el gen diana es un gen LMNA, se puede usar, por ejemplo, una secuencia con una longitud de 19
bases mostrada como SEQ ID NO: 17.

5-GUUGUCAUACUUCUCAUGG-3' (SEQ ID NO: 5)
5-AAAGUCAAUGUACAGCUGCUU-3' (SEQ ID NO: 15)
5-AUUGUAACGAGACAAACAC-3' (SEQ ID NO: 16)
5-UUGCGCUUUUUGGUGACGC-3' (SEQ ID NO: 17)

Se especula que la inhibicion de la expresiéon de un gen diana mencionada anteriormente por la molécula de ssPN
de la presente invencién se consigue, por ejemplo, con ARN de interferencia. Sin embargo, se deberia indicar que la
presente invencién no esta limitada al mondculo por este mecanismo. A diferencia del denominado ARNSsi, por
ejemplo, la molécula de ssPN de la presente invencion no se introduce en una célula o similares en forma de ARNds
formado por los ARN monocatenarios, y no siempre es necesario escindir la secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente en la célula. Por lo tanto, se puede decir, por ejemplo, que la molécula de ssPN de la
presente invencién presenta una funcion similar a la del ARN de interferencia.

La molécula de ssPN de la presente invencion puede inhibir, por ejemplo, un efecto secundario tal como induccion
con interferdn in vivo y presenta una resistencia a nucleasa excelente.
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Cada una de las regiones conectoras mencionadas anteriormente que se describen en la presente memoria puede
estar formada, por ejemplo, el resto(s) no nucleotidico que tiene solamente la estructura no nucleotidica mencionada
anteriormente, o puede contener el resto(s) no nucleotidico que tiene la estructura no nucleotidica mencionada
anteriormente y el resto(s) de nucleétido.

En la region conectora mencionada anteriormente que se describe en la presente memoria, aunque el "grupo
atémico obtenido a partir de un aminoacido" mencionado anteriormente no esta limitada en particular, este es, por
ejemplo, un grupo atémico representado por la siguiente formula (I1A).

X1

c’ss\ AA éﬁ

N
H

(I A)

En la formula mencionada anteriormente (IA), por ejemplo, X' es Hz, O, SoNH,y
el grupo atémico A es opcional pero no contiene un enlace peptidico.

En la molécula de ssPN de la presente descripcion, la regidon conectora mencionada anteriormente esta
representada, por ejemplo, con la siguiente formula (1):

X2 ).I\
RZ LZ\\ JJ\ Y1/ \ / \cés
Y? N
H

'71L/\/

(1)

En la formula mencionada anteriormente (1), por ejemplo, en la que:
X' yX2 son cada uno independientemente Hy, O, S o NH;
Y'e Y? son cada uno independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O, 0 S;

L' es una cadena de alquileno que tiene n atomos de carbono, y un atomo de hldrogeno en un atomo de carbono de
alquileno que puede estar o no sustituido con OH, OR® NH,, NHR® NR?® R® SH, o SR?, o,

L' es una cadena de poliéter obtenida por sustitucion de al menos un atomo de carbono en la cadena de alquileno
mencionada anteriormente con un atomo de oxigeno,

con la condicién de que: cuando Y'es NH, O, 0 S, un atomo unido a Y' en L' es carbono, un atomo unido a OR" en
L" es carbono, y los atomos de oxigeno son adyacentes entre si;

L2 es una cadena de alquileno que tiene m atomos de carbono y un atomo de hldrogeno en un atomo de carbono de
alquileno que puede estar o no sustituido con OH, OR®, NH2, NHR®, NR°R?, SH, 0 SR®, o

L? es una cadena de poliéter obtenida por sustitucién de al menos un atomo de carbono en la cadena de alquileno
mencionada anteriormente con un atomo de oxigeno,

con la condicién de que: cuando Y? es NH, O, 0 S, un atomo unido a Y2 en L2 es carbono, un atomo unido a OR? en
L2 es carbono, y los atomos de oxigeno son adyacentes entre si;

R?, Rb, R%y R? son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;
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m es un nimero entero en el intervalo de 0 a 30;
n es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;

las regiones mencionadas anterlormente (Xc) y (X) estan cada una unidas a la regién conectora mencionada
anteriormente (Lx) a través de -OR'- u -OR?-,

en donde R’ y R? pueden estar o no estar presentes, y cuando estan presentes, R' y R? son cada uno
independientemente un resto de nucleétido o la estructura mencionada anteriormente (1); y

A es cualquier grupo atémico, la siguiente formula (la) es el aminoacido mencionado anteriormente, y la siguiente
férmula (la) es un aminoacido distinto de péptido.

O

/A OH

H->N (Ia)

En la férmula mencionada anteriormente (1), por ejemplo, X'y X? son cada uno independientemente Hy, O, S o NH.
En la formula mencionada anterlormente (), "X" es Hy" se reflere a que X' forma CH, (un grupo metileno) junto con
un atomo de carbono al que se une X', Lo mismo se aplica a X2,

En la formula mencionada anteriormente (1), Y'e Y2 son cada uno independientemente un enlace sencillo, CH,, NH,
O,08S.

En la formula mencionada anteriormente (1), L' es una cadena de alquileno que tiene n atomos de carbono. Un
atomo(s) de hidrégeno en el atomo(s) de carbono de alqulleno mencionado anterlormente puede estar o no estar
sustituido con, por ejemplo, OH, OR?, NH,, NHR? NR?* R®, SH, o SR®. Como alternativa, L' puede ser una cadena de
poliéter obtenida por sustituciéon de al menos un atomo de carbono en la cadena de alquileno mencionada
anteriormente con un atomo de oxigeno. La cadena de polleter mencionada anteriormente es, por eje 1p
polietilenglicol. Cuando Y'es NH, O, 0 S, un atomo unido a Y' en L' es carbono, un atomo unldo aOR'enL'es
carbono, y los atomos de OX|gen0 son adyacentes entre si. Es decir, por ejemplo, cuando Y' es O, este atomo de
OX|gen0 y el atomo de oxigeno en L' no son adyacentes entre si, y el atomo de oxigeno en OR' y el atomo de
oxigeno en L' no son adyacentes entre si.

En la formula mencionada anteriormente (1), L es una cadena de alquileno que tiene m &tomos de carbono. Un
atomo(s) de hidrégeno en el atomo(s) de carbono de alqulleno mencmnado anterlormente puede estar o no estar
sustituido con, por ejemplo, OH, OR®, NHa, NHR®, NR°RY, SH, o SR®. Como alternativa, L? puede ser una cadena de
poliéter obtenida por sustitucion de al menos un atomo de carbono en la cadena de anuHeno mencionada
anterlormente con un atomo de oxigeno. Cuando Y? es NH, O, 0 S, un atomo unido a Y? en L? es carbono, un atomo
unido a OR? en L? es carbono, y los atomos de OX|geno son adyacentes entre si. Es decir, por ejemplo cuando Y? es
O, este atomo de OX|geno y el atomo de oxigeno en L2 no son adyacentes entre si, y el atomo de oxigeno en OR? y
el atomo de oxigeno en L2 no son adyacentes entre si.

ndel' ym de L2 no estan limitados en particular, y el limite inferior de cada uno de ellos puede ser 0, por ejemplo, y
el limite superior de los mismos no esta limitado en particular. Por ejemplo, se puede establecer que n y m son
apropiados dependiendo de una longitud deseada de la regidén conectora mencionada anteriormente (Lx). Por
ejemplo, desde el punto de vista del coste de fabricacién, rendimiento, y similares, n y m son cada uno
preferiblemente de 0 a 30, mas preferiblemente de 0 a 20, aun mas preferiblemente de 0 a 15. n y m pueden ser
iguales (n = m) o diferentes. n + m es, por ejemplo, de 0 a 30, preferiblemente de 0 a 20, y mas preferiblemente de 0
a 15.

Por ejemplo, R?, R® R° y R? son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector, y pueden ser
iguales o diferentes. Los ejemplos del sustituyente mencionado anteriormente incluyen hidroxi, carboxi, sulfo,
halégeno, haluro de alquilo (haloalquilo, p. €j., CF3, CH>CF3, CH>CCls), nitro, nitroso, ciano, alquilo (p. €j., metilo,
etilo, isopropilo, terc-butilo), alquenilo (p. e€j., vinilo), alquinilo (p. ej., etinilo), cicloalquilo (p. e€j., ciclopropilo,
adamantilo), cicloalquilalquilo (p. ej., ciclohexilmetilo, adamantilmetilo), cicloalquenilo (p. e€j., ciclopropenilo),
ciclilalquilo, hidroxialquilo (p. ej., hidroximetilo, hidroxietilo), alcoxialquilo (p. ej., metoximetilo, etoximetilo, etoxietilo),
arilo (p. €j., fenilo, naftilo), arilalquilo (p. ej., bencilo, fenetilo), alquilarilo (p. ej., p-metilfenilo), heteroarilo (p. €j.,
piridilo, furilo), heteroarilalquilo (p. ej., piridilmetilo), heterociclilo (p. ej., piperidilo), heterociclilalquenilo,
heterociclilalquilo (p. ej., morfolilmetilo), alcoxi (p. €j., metoxi, etoxi, propoxi, butoxi), alcoxi halogenado (p. €j., OCF3),
alqueniloxi (p. ej., viniloxi, aliloxi), ariloxi (p. €j., feniloxi), alquiloxicarbonilo (p. ej., metoxicarbonilo, etoxicarbonilo,
terc-butoxicarbonilo), arilalquiloxi (p. €j., benciloxi), amino [alquilamino (p. €j., metilamino, etilamino, dimetilamino),
acilamino (p. ej., acetilamino, benzoilamino), arilalquilamino (p. ej., bencilamino, tritlamino), hidroxiamino],
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aminoalquilo (p. ej., aminometilo), alquilaminoalquilo (p. e€j., dietilaminometilo), carbamoilo, sulfamoilo, oxo, sililo,
sililoxialquilo y similares. Estos sustituyentes estan opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes
adicionales o grupos protectores adicionales. Aunque el sustituyente adicional mencionado anteriormente no esta
limitado en particular, por ejemplo, este puede ser un sustituyente usado a modo de ejemplo anteriormente. El grupo
protector adicional mencionado anteriormente no esta limitado en particular y, por ejemplo, puede ser un grupo
protector que se emplea a modo de ejemplo a continuacion. En lo sucesivo en la presente memoria del mismo modo.

El grupo protector mencionado anteriormente (o el grupo protector adicional mencionado anteriormente) es un grupo
funcional que inactiva, por ejemplo, un grupo funcional altamente reactivo. Los ejemplos del grupo protector incluyen
grupos protectores conocidos. El grupo protector mencionado anteriormente, por ejemplo, se describe en la
bibliografia (J. F. W. McOmie, "Protecting Groups in Organic Chemistry", Plenum Press, Londres y Nueva York,
1973). El grupo protector mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y los ejemplos del mismo incluyen
un grupo terc-butildimetilsililo (TBDMS), un grupo bis (2-acetoxietiloxi)metilo (ACE), un grupo triisopropilsililoximetilo
(TOM), un grupo 1-(2-cianoetoxi)etilo (CEE), un grupo 2- C|an0etOX|met|Io (CEM), un grupo tolilsulfoniletoximetilo
(TEM), y un grupo dimetoxitritilo (DMTr). Cuando R® es OR*, el grupo protector mencionado anteriormente no esta
limitado en particular, y los ejemplos del mismo incluyen un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM, un grupo
CEE, un grupo CEM, y un grupo TEM. Otros ejemplos del grupo protector incluyen grupos que contienen sililo
representados por las formulas quimicas (P1) y (P2) que se mostraran posteriormente. Lo mismo se aplica en lo
sucesivo en la presente memoria.

En la formula mencionada anteriormente (1), cada uno de los atomos de hidrégeno puede estar independientemente
sustituido con, por ejemplo, un halégeno tal como ClI, Br, F, o I.

Cada una de las regiones mencionadas anterlormente Xc) ¥ (X) estan unidas, por ejemplo, a la region conectora
menmonada anterlormente ng através de -OR'- u -OR*-. R y R? pueden estar o no estar presentes. Cuando R' y
R? estan presentes, R y R® son cada uno |ndepend|entemente un resto de nucledtido o la estructura representada
por la formula mencionada anteriormente (). Cuando R' y/o R son/es el resto de nucledtido mencionado
anteriormente, la region conectora mencionada anteriormente (Lx) esta formada , por ejemplo, por el resto no
nucleotidico mencionado anterlormente que tiene la estructura de la formula mencmnada anterlormente (Ig
excluyendo el resto de nucleétido R' ylo R?, y el resto(s) de nucleétido mencionado anteriormente. Cuando R' y/lo R
son/es la estructura representada con la formula mencionada anteriormente (1), la estructura de la region conectora
mencionada anteriormente (Xc) es tal que, por ejemplo, dos o mas de los restos nucleétidos mencionados
anteriormente que tienen la estructura de la férmula mencionada anteriormente (l) estan unidos entre si. EI nimero
de estructuras de la férmula mencionada anteriormente (I) puede ser, por ejemplo, 1, 2, 3 o 4. Cuando la region
conectora (Lx) incluye una pluralidad de las estructuras mencionadas anteriormente, las estructuras de la formula (1)
mencionada anteriormente se pueden unir, por ejemplo, ya sea directamente o a través del resto(s) de nucledtido
mencionado anteriormente. Por otro lado, cuando R y R? no estan presentes, la regién conectora mencionada
anteriormente (Lx) esta formada, por ejemplo, por el resto no nucleotidico mencionado anteriormente que tiene la
estructura de la férmula mencionada anteriormente (1) sola.

La combinacién de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) y (X) con -OR™ y -OR* no esta limitada en
particular, y puede ser, por ejemplo, cualquiera de las siguientes condiciones.

Condicion (1):

las regiones mencionadas anterlormente (Xc) y (X) estan unidas a la estructura de la formula mencionada
anteriormente (1) a través de -OR? y -OR'-, respectivamente.

Condicion (2):

las regiones mencionadas anterlormente (Xc) y (X) estan unidas a la estructura de la formula mencionada
anteriormente (1) a través de -OR’- y -OR?, respectivamente.

En la molécula de ssPN de la presente descripcion, el grupo atémico A en la férmula mencionada anteriormente (l)
no esta limitado en particular y es opcional; sin embargo, es un aminoacido representado con la siguiente férmula
(la), que no es un péptido, como se ha mencionado anteriormente.

O

HzN (Ia)
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El grupo atémico A en la formula mencionada anteriormente (l), (IA) o (la) puede contener o no, por ejemplo, al
menos uno seleccionado del grupo que consiste en grupo atémico de cadena, grupo atomico aliciclico, y grupo
atomico aromatico. Aunque el grupo atémico de cadena mencionado anteriormente no esta limitado en particular, se
pueden mencionar por ejemplo, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, aminoalquilo,
sililo, sililoxialquilo y similares. Aunque el grupo atémico aliciclico mencionado anteriormente no esta limitado en
particular, por ejemplo, se pueden mencionar cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo, ciclilalquilo y similares.
Aunque el grupo atéomico aromatico mencionado anteriormente no esta limitado en particular, se pueden mencionar
por ejemplo, arilo, arilalquilo, alquilarilo, arilo de anillos condensados, arilalquilo de anillos condensados, alquilarilo
de anillos condensados y similares. En el grupo atémico A en la formula mencionada anteriormente (1), (I1A) o (la),
cada uno de los grupos atdmicos mencionados anteriormente pueden tener o no adicionalmente un sustituyente o un
grupo protector. Cuando el sustituyente o grupo protector mencionados anteriormente estan en pluralidad, estos
pueden ser iguales o dlferentes Los sustituyentes mencionados anteriormente son, por ejemplo, los usados a modo
de ejemplo para R?, R® R® y R mencionados anteriormente, y de forma mas especifica, por ejemplo, haldégeno,
hidroxi, alcoxi, amino, carbOX|, sulfo, nitro, carbamoilo, sulfamoilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo, arilo,
arilalquilo, alquilarilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo, ciclilalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo,
aminoalquilo, sililo, sililoxialquilo, pirrolilo, imidazolilo, y similares. Los grupos protectores mencionados anteriormente
son, por ejemplo, los mismos que los usados a modo de ejemplo para R?, R® R° y R® mencionados anteriormente.

En la presente invencion, el "aminoacido" se refiere a cualquier compuesto organico que contenga al menos un
grupo amino y al menos un grupo carboxi en una molécula. El "péptido" se refiere a un compuesto organico que
tiene una estructura en donde no menos de 2 moléculas de aminoacido estan unidas a través de un enlace
peptidico. El enlace peptidico mencionado anteriormente puede ser una estructura de amida acida o una estructura
de imida acida. Cuando estan presentes varios grupos amino en la molécula de aminoacido representada con la
férmula mencionada anteriormente (la), el grupo amino mostrado claramente en la férmula mencionada
anteriormente (la) puede ser cualquier grupo amino. Ademas, cuando estan presentes varios grupos carboxi en la
molécula de aminoacido representada con la formula mencionada anteriormente (la), el grupo carboxi mostrado
claramente en la férmula mencionada anteriormente (la) puede ser cualquier grupo carboxi.

En la regién conectora mencionada anteriormente del acido nucleico monocatenario de la presente invencion, el
aminoacido mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un aminoacido natural o un aminoacido artificial. En
la presente invencion, el "aminoacido natural " se refiere a un aminoacido que tiene una estructura de origen natural
0 un isémero 6ptico del mismo. El método de produccién del aminoacido natural mencionado anteriormente no esta
limitado en particular y, por ejemplo, se puede extraer de la naturaleza, o se puede sintetizar. En la presente
invencion, ademas, el "aminoacido artificial" se refiere a un aminoacido que tiene una estructura que no se produce
de forma natural. Es decir, el aminoacido artificial mencionado anteriormente es un aminoacido, es decir, un derivado
del acido carboxilico que contiene un grupo amino (compuesto organico que contiene al menos un grupo amino y al
menos un grupo carboxi en una molécula) y que tiene una estructura que no se produce de forma natural. El
aminoacido artificial mencionado anteriormente preferiblemente no contiene, por ejemplo, un hetero anillo. El
aminoacido mencionado anteriormente puede ser un aminoacido que constituye, por ejemplo, una proteina. El
aminoacido mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, glicina, a-alanina, arginina, asparagina, acido
aspartico, cisteina, cistina, glutamina, acido glutamico, histidina, isoleucina, leucina, lisina, hidroxilisina, metionina,
fenilalanina, serina, treonina, tirosina, valina, triptéfano, B-alanina, 1-amino-2-carboxiciclopentano, o acido
aminobenzoico, y pueden tener o no adicionalmente un sustituyente o un grupo protector. Los eJempIos deI
sustituyente mencionado anteriormente |ncluyen los sustituyentes usados a modo de ejemplo para R?, R R° y R®
mencionados anteriormente. De forma mas especifica, por ejemplo, se pueden mencionar halégeno, h|dr0X|, alcoxi,
amino, carboxi, sulfo, nitro, carbamoilo, sulfamoilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo, arilo, arilalquilo,
alquilarilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo, ciclilalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, aminoalquilo, sililo,
sililoxialquilo, pirrolilo, imidazolilo, y similares. El grupo protector mencmnado anterlormente es el mismo que, por
ejemplo, los grupos protectores usados a modo de ejemplo para R? R R° y R® mencionados anteriormente.
Cuando el aminoacido de la férmula mencionada anteriormente (la), que no es péptido, contiene isémeros tales
como isémero éptico, ismero geomeétrico, estereoisdmero y similares, se puede usar cualquier isbmero.

En la molécula de ssPN de la presente invencion, la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) y la region
conectora que se menciona a continuacion (Ly) no contienen, por ejemplo, una estructura no nucleotidica que
contiene una estructura principal de pirrolidina y una estructura no nucleotidica que contiene una estructura principal
de piperidina. Los ejemplos de la estructura principal de pirrolidina mencionada anteriormente incluyen la estructura
principal de un derivado de pirrolidina en donde una o mas carbonos que constituyen el anillo de 5 miembros de la
pirrolidina esta/estan sustituidos, y los ejemplos del carbono sustituido incluyen atomos de carbono distintos del
carbono C-2. El carbono mencionado anteriormente puede estar sustituido, por ejemplo, con nitrégeno, oxigeno o
azufre. La estructura principal de pirrolidina mencionada anteriormente puede contener, por ejemplo, un doble enlace
carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno en el anillo de 5 miembros de la pirrolidina. En la estructura
principal de pirrolidina mencionada anteriormente, el carbono y el nitrégeno que constituyen el anillo de 5 miembros
de la pirrolidina pueden estar unidos, por ejemplo, a hidrégeno o al sustituyente mencionado anteriormente. La
region conectora mencionada anteriormente (Lx) puede estar unida, por ejemplo, a la regiébn mencionada
anteriormente (X) y la regiéon mencionada anteriormente (Xc) a través de cualquier atomo en la estructura principal
de pirrolidina mencionada anteriormente. El atomo de la estructura principal de pirrolidina mencionada anteriormente
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a unir a la region mencionada anteriormente (X) y la region mencionada anteriormente (Xc) es, por ejemplo, un
atomo de carbono cualquiera o un atomo de nitrdgeno cualquiera del anillo de 5 miembros mencionado
anteriormente. De forma mas especifica, por ejemplo, se trata del carbono en la posicion 2 (C-2) fue nitrégeno del
anillo de 5 miembros mencionado anteriormente. Los ejemplos de la estructura principal de pirrolidina mencionada
anteriormente incluyen estructura principal de prolina, estructura principal de prolinol y similares. Como estructura
principal de piperidina mencionada anteriormente se puede mencionar, por ejemplo, la estructura principal de un
derivado de piperidina, en donde uno o mas carbonos que constituyen el anillo de 6 miembros de la piperidina estan
sustituidos. Cuando el carbono esta sustituido, este es, por ejemplo, un atomo de carbono distinto del carbono C-2.
El carbono mencionado anteriormente puede estar, por ejemplo, sustituido con nitrdgeno, oxigeno o azufre. La
estructura principal de piperidina mencionada anteriormente también puede contener, por ejemplo, en el anillo de 6
miembros de la piperidina, por ejemplo, un doble enlace carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno. En
la estructura principal de piperidina mencionada anteriormente, el carbono y el nitrégeno que constituyen el anillo de
6 miembros de la piperidina se pueden unir, por ejemplo, a un grupo hidrégeno o el sustituyente que se menciona a
continuacion. La region conectora mencionada anteriormente (Lx) también puede estar unida a, por ejemplo, la
region mencionada anteriormente (X) y la region mencionada anteriormente (Xc) a través de cualquier atomo de la
estructura principal de piperidina mencionada anteriormente. El atomo de la estructura principal de piperidina
mencionada anteriormente a unir a la region mencionada anteriormente (X) y la region mencionada anteriormente
(Xc) es, por ejemplo, un atomo cualquiera de carbono o un atomo cualquiera de nitrégeno del anillo de 6 miembros
mencionado anteriormente, de forma mas especifica, por ejemplo, el carbono en la posicion 2 (C-2) y el nitrégeno
del anillo de 6 miembros mencionado anteriormente.

Como estructura no nucleotidica mencionada anteriormente que contiene una estructura principal de pirrolidina o
como estructura no nucleotidica mencionada anteriormente que contiene una estructura principal de piperidina se
pueden mencionar, por ejemplo, una estructura representada con la siguiente férmula (Ib). En la molécula de ssPN
de la presente invencion, la regidon conectora mencionada anteriormente (Lx) y la region conectora que se menciona
a continuacion (Ly) no contienen, por ejemplo, una estructura no nucleotidica que contiene una estructura principal
de pirrolidina y una estructura no nucleotidica que contiene una estructura principal de piperidina.

X2 R®

L2
‘LLL/ \/\Y )1

L‘I
'?71/ So TN N

(1Db)

En la férmula mencionada anteriormente (Ib), por ejemplo, X1, X2, Y1, Y2, L1, L2, R’ y R? son como se han definido
para la férmula mencionada anteriormente ().

R® es un atomo de hidroégeno o sustituyente unldo a C-3, C-4, C-5 0 C-6 en el anillo A. Cuando R® es el sustltuyente
mencionado anteriormente, el sustituyente R® puede ser uno o0 mas, o puede estar ausente. Cuando R® esta
presente en pIuralldad estos pueden ser iguales o diferentes. El sustltuyente R® es, por ejemplo, halégeno, OH,
OR* NH, NHR* NR'R®°, SH, SR* grupo oxo (=0O) y similares. R* y R° son, por ejemplo, cada uno
|ndepend|entemente un sustltuyente 0 un grupo protector, y pueden ser iguales o diferentes.

I es 1 0 2; cuando | =1, el anillo A es un anillo de 5 miembros, por ejemplo, la estructura principal de pirrolidina
mencionada anteriormente. La estructura principal de pirrolidina mencionada anteriormente es, por ejemplo,
estructura principal de prolina, estructura principal de prolinol o similares, y se emplean a modo de ejemplo mediante
las estructuras divalentes de los mismos. Cuando | =2, el anillo A es un anillo de 6 miembros, por ejemplo, la
estructura principal de piperidina mencionada anteriormente. En el anillo A, un atomo de carbono distinto de C-2 en
el anillo A puede estar sustituido con nitrégeno, oxigeno o azufre. El anillo A puede contener, en el anillo A, un doble
enlace carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno. El anillo A es, por ejemplo, de tipo L o de tipo D. En el
anillo A, un atomo de carbono distinto del C-2 mencionado anteriormente en el anillo A puede estar sustituido con
nitrégeno, oxigeno o azufre, y puede contener, en el anillo A mencionado anteriormente, un doble enlace carbono-
carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno.

Ejemplos de la estructura de la férmula mencionada anteriormente (l) incluyen las estructuras de las siguientes
férmulas de la invencion, (I-1) e (I-4). En la presente memoria también se describen las férmulas (1-2) e (I-3). En las
siguientes formulas, n y m son los mismos que en la formula mencionada anteriormente ().
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En las férmulas mencionadas anteriormente (I-1) a (I-4), n y m no estan limitados en particular, y son como se han
descrito anteriormente. Un ejemplo especifico de las mismas es la formula mencionada anteriormente (I-1) en donde
n =11y m =12. La estructura de la misma se muestra con la siguiente formula (I-1a). Otro ejemplo especifico es la
férmula mencionada anteriormente (I-1) en donde n=5 y m =4. La estructura de la misma se muestra con la
siguiente férmula (I-1b). Ademas otro ejemplo especifico es la formula mencionada anteriormente (I-4) en donde
n =5ym = 4. La estructura de la misma se muestra con la siguiente férmula (I-4a).
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En la molécula de ssPN de la presente invencion, la region mencionada anteriormente (Xc) es complementaria a la
region mencionada anteriormente (X). Por lo tanto, en la molécula de ssPN de la presente invencién, una doble
hebra se puede formar mediante retroplegamiento de la region mencionada anteriormente (Xc) hacia la region (X) y
autohibridacién de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) y (X). La molécula de ssPN de la presente
invencion puede formar una doble hebra de forma intramolecular como se ha descrito anteriormente. Por lo tanto, la
estructura de la molécula de ssPN es totalmente diferente a, por ejemplo, la estructura de un ARN bicatenario
obtenido a través de hibridacion de dos ARN monocatenarios separados, tal como el ARNsi usado
convencionalmente en el ARN de interferencia.

En la molécula de ssPN de la presente descripcion, por ejemplo, solamente la region mencionada anteriormente (Xc)
se puede retroplegar para formar una doble hebra con la region mencionada anteriormente (X), o cualquier otra
doble hebra se puede formar en otra region. En lo sucesivo en la presente memoria, la molécula de ssPN anterior,
es decir, la molécula de ssPN en la que la formacién de la doble hebra se produce en una ubicacién se denomina
"primera molécula de ssPN", y la molécula de ssPN ultima, es decir, la molécula de ssPN en la que la formacion de
la doble hebra se produce en dos ubicaciones se denomina "segunda molécula de ssPN". A continuacion se
proporcionan ejemplos de la primera y segunda moléculas de ssPN mencionadas anteriormente. Sin embargo, se
deberia indicar que la presente descripcion no se limita a estos ejemplos ilustrativos.

(1) Primera molécula de de ssPN

La primera molécula de ssPN mencionada anteriormente es, por ejemplo, una molécula que incluye la region
mencionada anteriormente (X), la regién mencionada anteriormente (Xc), y la region conectora mencionada
anteriormente (Lx).

La primera molécula de ssPN mencionada anteriormente puede incluir la region mencionada anteriormente (Xc), la
region conectora mencionada anteriormente (Lx), y la region mencionada anteriormente (X) en este orden desde, por
ejemplo, el extremo en la posicion 5' al extremo en la posicion 3', o puede incluir la region mencionada anteriormente
(Xc), la region conectora mencionada anteriormente (Lx), y la region mencionada anteriormente (X) en este orden
desde el extremo en la posicion 3' al extremo en la posicion 5'.
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En la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente, la region mencionada anteriormente (Xc) es
complementaria a la region mencionada anteriormente (X). Solamente es necesario que la regiéon mencionada
anteriormente (Xc) tenga una secuencia complementaria a toda la region o parte de la region mencionada
anteriormente (X). Preferiblemente, la region mencionada anteriormente (Xc) incluye o esta formada por una
secuencia complementaria a toda la regién o parte de la region (X). La regién mencionada anteriormente (Xc) puede
ser, por ejemplo, perfectamente complementaria a toda la regién o parte de la region mencionada anteriormente (X),
0 una o unas pocas bases en la region (Xc) pueden no ser complementarias a la misma. Preferiblemente, la region
(Xc) es perfectamente complementaria a la misma. La expresién "una o unas pocas bases" mencionada
anteriormente se refiere a, por ejemplo, de 1 a 3 bases, preferiblemente 1 base o 2 bases.

En la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente, la secuencia inhibidora de la expresion mencionada
anteriormente esta incluida en al menos una de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) y (X), como se ha
descrito anteriormente. La primera molécula de ssPN mencionada anteriormente puede incluir, por ejemplo, una
secuencia inhibidora de la expresibn o dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion mencionadas
anteriormente.

En el ultimo caso, la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente puede incluir, por ejemplo: dos o mas
secuencias inhibidoras de la expresion idénticas para el mismo gen diana; dos o mas secuencias inhibidoras de la
expresion diferentes para el mismo gen diana; o dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion diferentes para
diferentes genes diana. Cuando la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente incluye dos o mas
secuencias inhibidoras de la expresidon mencionadas anteriormente, las posiciones de las respectivas secuencias
inhibidoras de la expresion no estan limitadas en particular, y pueden estar en una region con diferentes regiones
seleccionadas de las regiones mencionadas anteriormente (X) y (Xc). Cuando la primera molécula de ssPN
mencionada anteriormente incluye dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion mencionadas anteriormente
para diferentes genes diana, por ejemplo, en la puede inhibir las expresiones de dos o mas tipos de diferentes genes
diana.

La FIG. 1 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de la primera molécula de ssPN mencionada
anteriormente. La FIG. 1A es una vista esquematica que muestra un ejemplo del orden de las respectivas regiones
en la molécula de ssPN mencionada anteriormente. La FIG. 1B es una vista esquematica que muestra el estado en
el que una doble hebra se forma en la molécula de ssPN mencionada anteriormente. Como se muestra en la FIG.
1B, en la molécula de ssPN mencionada anteriormente, una doble hebra se forma entre las regiones mencionadas
anteriormente (Xc) y (X), y la regién Lx mencionada anteriormente tiene una estructura de bucle dependiendo de su
longitud. Las vistas esquematicas mostradas en la FIG. 1 simplemente ilustran el orden en el que las respectivas
regiones mencionadas anteriormente estan unidas entre si y la relaciéon posicional de las respectivas regiones que
forman la doble hebra, y no limitan, por ejemplo, las longitudes de las respectivas regiones, la forma de la region
conectora mencionada anteriormente (Lx), y similares.

En la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente, el nimero de bases en cada una de las regiones
mencionadas anteriormente (Xc) y (X) no esta limitado en particular. A continuacion se proporcionan ejemplos de las
longitudes de las respectivas regiones. Sin embargo, se debe indicar que la presente invencion no esta limitada a los
mismos en modo alguno. En la presente invencion, "el nimero de bases" se refiere a la "longitud”, por ejemplo, y
también puede hacer referencia a la "longitud de la base". En la presente invencion, por ejemplo, el intervalo
numeérico con respecto al nimero de bases describe todos los nimeros enteros positivos que entran dentro de ese
intervalo. Por ejemplo, la descripcion "de 1 a 4 bases" describe todas "1, 2, 3, y 4 bases" (lo mismo se aplica en lo
sucesivo en la presente memoria).

La regidon mencionada anteriormente (Xc) puede ser, por ejemplo, perfectamente complementaria a toda la region de
la region mencionada anteriormente (X). En este caso, esto significa que, por ejemplo, la regién mencionada
anteriormente (Xc) esta formada por una secuencia de bases complementarias a toda la regidon que se extiende
desde el extremo en la posicion 5' al extremo en la posicion 3' de la regién mencionada anteriormente (X). En otras
palabras, esto significa que la region mencionada anteriormente (Xc) tenga la misma longitud de las bases que la
region mencionada anteriormente (X), y todas las bases en la regién mencionada anteriormente (Xc) son
complementarias a todas las bases en la region mencionada anteriormente (X).

Ademas, la region mencionada anteriormente (Xc) puede ser, por ejemplo, perfectamente complementaria a parte de
la region mencionada anteriormente (X). En este caso, esto significa que, por ejemplo, la regién mencionada
anteriormente (Xc) esta formada por una secuencia de bases complementarias a la parte de la regién mencionada
anteriormente (X). En otras palabras, esto significa que la regidn mencionada anteriormente (Xc) esta formada por
una secuencia de bases cuya longitud de las bases es mas corta que la longitud de las bases de la region
mencionada anteriormente (X) por una o mas bases, y todas las bases en la regiéon mencionada anteriormente (Xc)
son complementarias a todas las bases en la parte de la regién mencionada anteriormente (X). La parte mencionada
anteriormente de la regiéon (X) es preferiblemente una region que tiene una secuencia de bases formada, por
ejemplo, por bases sucesivas partiendo de la base al final (la 12 base) en la regién mencionada anteriormente (Xc)
lateral en la region mencionada anteriormente (X).

En la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente, la relacién del numero de bases (X) en la region
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mencionada anteriormente (X) y el nUmero de bases (Xc) en la regién mencionada anteriormente (Xc) satisface, por
ejemplo, la siguiente condicion (3) o (5). Por ejemplo, en el caso anterior, de forma especifica, se satisface la
siguiente condicion (11):

X > Xc ** (3)

X -Xc =1a 10, preferiblemente 1, 2 0 3,
mas preferiblemente 1 0 2 +«* (11)

X'=Xc * (5)

Cuando la regién mencionada anteriormente (X) y/o la regién mencionada anteriormente (Xc) incluye o incluyen la
secuencia inhibidora de la expresiéon mencionada anteriormente, la region mencionada anteriormente puede ser, por
ejemplo, una region formada por la secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente solamente o una
region que incluye la secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente. El nimero de bases en la
secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente es, por ejemplo, de 19 a 30, preferiblemente 19, 20,
0 21. En la region o regiones que incluyen la secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente, por
ejemplo, la secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente puede tener adicionalmente una
secuencia adicional en su extremo en la posicion 5' y/o su extremo en la posicion 3'. El numero de bases en la
secuencia adicional mencionada anteriormente es, por ejemplo, de 1 a 31, preferiblemente de 1 a 21, y mas
preferiblemente de 1 a 11.

El nimero de bases en la region mencionada anteriormente (X) no esta limitado en particular. Cuando la region
mencionada anteriormente (X) incluye la secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente, el limite
inferior del nimero de bases en la region mencionada anteriormente (X) es, por ejemplo, 19, y el limite superior del
mismo es, por ejemplo, 50, preferiblemente 30, y mas preferiblemente 25. De forma especifica, el nimero de bases
en la region mencionada anteriormente (X) es, por ejemplo, de 19 a 50, preferiblemente de 19 a 30, y mas
preferiblemente de 19 a 25.

El numero de bases en la region mencionada anteriormente (Xc) no esta limitado en particular. El limite inferior del
numero de bases en la region mencionada anteriormente (Xc) es, por ejemplo, 19, preferiblemente 20, y mas
preferiblemente 21, y el limite superior del mismo es, por ejemplo, 50, mas preferiblemente 40, y ain mas
preferiblemente 30.

En la molécula de ssPN mencionada anteriormente, la longitud de la regidon conectora mencionada anteriormente
(Lx) no esta limitada en particular. La longitud de la regidén conectora mencionada anteriormente (Lx) es
preferiblemente de un modo tal que, por ejemplo, las regiones mencionadas anteriormente (X) y (Xc) pueden formar
una doble hebra. Cuando la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) incluye el resto(s) de nucleétido
mencionado anteriormente ademas del resto(s) no nucleotidico mencionado anteriormente, el limite inferior del
numero de bases en la regién conectora mencionada anteriormente (Lx) es, por ejemplo, 1, preferiblemente 2, y mas
preferiblemente 3, y el limite superior del mismo es, por ejemplo, 100, preferiblemente 80, y mas preferiblemente 50.

La longitud completa de la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente no esta limitada en particular. En la
primera molécula de ssPN mencionada anteriormente, el limite inferior del niumero total de bases (el numero de
bases en la molécula de ssPN de longitud completa), es, por ejemplo, 38, preferiblemente 42, mas preferiblemente
50, aun mas preferiblemente 51, y de forma particularmente preferible 52, y el limite superior del mismo es, por
ejemplo, 300, preferiblemente 200, mas preferiblemente 150, aun mas preferiblemente 100, y de forma
particularmente preferible 80. En la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente, el limite inferior del
numero total de bases excluyendo ese en la region conectora mencionada anteriormente (Lx) es, por ejemplo, 38,
preferiblemente 42, mas preferiblemente 50, aun mas preferiblemente 51, y de forma particularmente preferible 52, y
el limite superior del mismo es, por ejemplo, 300, preferiblemente 200, mas preferiblemente 150, ain mas
preferiblemente 100, y de forma particularmente preferible 80.

(2) Segunda molécula de ssPN

La segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente es una molécula que incluye adicionalmente una region
(Y) y una region (Yc) que es complementaria a la regién mencionada anteriormente (Y), ademas de, por ejemplo, la
region mencionada anteriormente (X), la regidon conectora mencionada anteriormente (Lx), y la region mencionada
anteriormente (Xc). En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, una regioén interna (Z) esta
formada por la region mencionada anteriormente (X) y la regiéon mencionada anteriormente (Y) que estan unidas
entre si. La descripcion con respecto a la primera molécula de ssPN mencionada anteriormente también se aplica a
la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, a menos que se indique de otro modo.

La segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente puede incluir, por ejemplo, la region mencionada
anteriormente (Xc), la regidon conectora mencionada anteriormente (Lx), la region mencionada anteriormente (X), la
region mencionada anteriormente (Y), y la region mencionada anteriormente (Yc) en este orden desde el extremo en
la posiciéon 5' al extremo en la posicién 3'. En este caso, la region mencionada anteriormente (Xc) también se
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denomina "region en la posicién 5' (Xc)"; la region mencionada anteriormente (X) en la region interna mencionada
anteriormente (Z) también se denomina "region interna en la posicion 5' (X)"; la region mencionada anteriormente (Y)
en la regién interna mencionada anteriormente (Z) también se denomina "region interna en la posicion 3' (Y)"; y la
region mencionada anteriormente (Yc) también se denomina "region en la posicion 3' (Yc)". Como alternativa, la
segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente puede incluir, por ejemplo, la regién mencionada
anteriormente (Xc), la regidon conectora mencionada anteriormente (Lx), la region mencionada anteriormente (X), la
region mencionada anteriormente (Y), y la region mencionada anteriormente (Yc) en este orden desde el extremo en
la posiciéon 3' al extremo en la posicién 5. En este caso, la region mencionada anteriormente (Xc) también se
denomina "region en la posicion 3' (Xc)"; la region mencionada anteriormente (X) en la regién interna mencionada
anteriormente (Z) también se denomina "region interna en la posicion 3' (X)"; la region mencionada anteriormente (Y)
en la region interna mencionada anteriormente (Z) también se denomina " regién interna en la posicion 5' (Y)"; y la
region mencionada anteriormente (Yc) también se denomina "regién en la posicion 5' (Yc)".

Como se ha descrito anteriormente, la region interna mencionada anteriormente (Z) esta formada, por ejemplo, por
las regiones mencionadas anteriormente (X) e (Y) que estan unidas entre si. Por ejemplo, las regiones mencionadas
anteriormente (X) e (Y) estan unidas directamente entre si sin ninguna secuencia de intervencion entre las mismas.
La region interna mencionada anteriormente (Z) se define como "formada por las regiones mencionadas
anteriormente (X) e (Y) que estan unidas entre si" simplemente para indicar el contexto de la secuencia entre las
regiones mencionadas anteriormente (Xc) e (Yc). Esta definicion no pretende limitar que, en el uso de la molécula de
ssPN mencionada anteriormente, las regiones mencionadas anteriormente (X) e (Y) en la region interna mencionada
anteriormente (Z) son regiones independientes separadas. Es decir, por ejemplo, cuando la secuencia inhibidora de
la expresidon mencionada anteriormente esta incluida en la region interna mencionada anteriormente (Z), la
secuencia inhibidora de la expresiéon mencionada anteriormente se puede convocar para que se prolongue a través
de las regiones mencionadas anteriormente (X) e (Y) en la region interna mencionada anteriormente (Z).

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, la regiéon mencionada anteriormente (Xc) es
complementaria a la region mencionada anteriormente (X). Solamente es necesario que la regiéon mencionada
anteriormente (Xc) tenga una secuencia complementaria a toda la region o parte de la region mencionada
anteriormente (X). Preferiblemente, la region mencionada anteriormente (Xc) incluye o esta formada por una
secuencia complementaria a toda la regidon o parte de la region mencionada anteriormente (X). La region
mencionada anteriormente (Xc) puede ser, por ejemplo, perfectamente complementaria a toda la regién o parte de la
region mencionada anteriormente (X), o una o unas pocas bases en la regidn mencionada anteriormente (Xc)
pueden no ser complementarias a la misma. Preferiblemente, la regidon mencionada anteriormente (Xc) es
perfectamente complementaria a la misma. La expresidén mencionada anteriormente "una o unas pocas bases" se
refiere a, por ejemplo, de 1 a 3 bases, preferiblemente 1 base o 2 bases.

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, la regiéon mencionada anteriormente (Yc) es
complementaria a la region mencionada anteriormente (Y). Solamente es necesario que la regiébn mencionada
anteriormente (Yc) tenga una secuencia complementaria a toda la region o parte de la region mencionada
anteriormente (Y). Preferiblemente, la region mencionada anteriormente (Yc) incluye o esta formada por una
secuencia complementaria a toda la region o parte de la region mencionada anteriormente (Y). La region
mencionada anteriormente (Yc) puede ser, por ejemplo, perfectamente complementaria a toda la regién o parte de la
region mencionada anteriormente (Y), o una o unas pocas bases en la regiéon mencionada anteriormente (Yc)
pueden no ser complementarias a la misma. Preferiblemente, la regidon mencionada anteriormente (Yc) es
perfectamente complementaria a la misma. La expresién "una o unas pocas bases" mencionada anteriormente se
refiere a, por ejemplo, de 1 a 3 bases, preferiblemente 1 base o 2 bases.

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, al menos una de la region interna mencionada
anteriormente (Z), que esta formada por las regiones mencionadas anteriormente (X) e (Y), y la regidon mencionada
anteriormente (Xc) incluye, por ejemplo, la secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente. Ademas,
la regién mencionada anteriormente (Yc) también puede incluir la secuencia inhibidora de la expresién mencionada
anteriormente. Cuando la region interna mencionada anteriormente (Z) incluye la secuencia inhibidora de la
expresion mencionada anteriormente, por ejemplo, cualquiera de las regiones mencionadas anteriormente (X) e (Y)
puede incluir la secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente, o la secuencia inhibidora de la
expresion mencionada anteriormente se puede incluir para que se extienda a través de las regiones mencionadas
anteriormente (X) e (Y). La segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente puede incluir, por ejemplo, una
secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente o dos o mas secuencias inhibidoras de la expresion
mencionadas anteriormente.

Cuando la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente incluye dos o mas secuencias inhibidoras de la
expresion mencionadas anteriormente, las posiciones de las respectivas secuencias inhibidoras de la expresién no
estan limitadas en particular. Pueden estar en una cualquiera de la region interna mencionada anteriormente (Z) y la
region mencionada anteriormente (Xc), o pueden estar en una cualquiera de la region interna mencionada
anteriormente (Z) y la region mencionada anteriormente (Xc), y cualquier region distinta a estas regiones.

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, por ejemplo, las regiones mencionadas anteriormente
(Yc) e (Y) pueden estar unidas entre si ya sea directa o indirectamente. En el caso anterior, por ejemplo, las
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regiones mencionadas anteriormente (Yc) e (Y) pueden estar unidas directamente mediante enlace fosfodiéster o
similar. En la presente invencion, la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente se configura de modo
que tenga una regiéon conectora (Ly) entre las regiones mencionadas anteriormente (Yc) e (Y) y las regiones
mencionadas anteriormente (Yc) e (Y) se unen a través de la region conectora mencionada anteriormente (Ly).

La segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente tiene la regién conectora mencionada anteriormente (Ly),
y por ejemplo, la region conectora mencionada anteriormente (Ly) puede ser un conector formado por el resto(s) de
nucleétido mencionado anteriormente, o un conector que tiene una estructura no nucleotidica que contiene al menos
uno de una estructura principal de pirrolidina y una estructura principal de piperidina tal como se ha descrito
anteriormente. En el tltimo caso, la region conectora (Ly) descrita en la presente memoria se puede representar con
la férmula mencionada anteriormente (I), por ejemplo, y todas las descripciones con respecto a la férmula
mencionada anteriormente (I) mencionadas anteriormente en relacion con la regién conectora mencionada
anteriormente (Lx) también se aplican a la regiéon conectora mencionada anteriormente (Ly). Cuando la region
conectora mencionada anteriormente (Lx) y la region conectora mencmnada anterlormente (Ly) estan ambas
representadas con la férmula mencionada anteriormente (1), A, X' X2 Y v3 L L R y R?enla region conectora
mencionada anteriormente (Lx) y la regiéon conectora mencmnada anterlormente (Ly) pueden ser respectivamente
los mismos o diferentes.

Cada una de las regiones mencionadas anterlormente (Yc) e (Y) estan, por ejemplo, unidas a la region conectora
menaonada anteriormente (Ly) a través de -OR'- 0 -OR?-. En la regién conectora mencionada anteriormente (Ly), R’
y R? pueden estar o no estar presentes, al igual que en la regién conectora descrita anteriormente (Lx).

La combinacion de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) y (X) con -OR'- y -OR%* mencmnados
anteriormente, y la combinacion de las regiones mencionadas anteriormente (Yc) e (Y) con -OR'- y -OR*
mencionados anteriormente no esta limitada en particular, y puede ser, por ejemplo, cualquiera de las siguientes
condiciones:

Condicién (1):

las regiones menmonadas anterlormente (Xc) y (X) se unen a la estructura de la formula mencionada anteriormente
() a través de -OR? y -OR'-, respectivamente; y

las regiones menmonadas anterlormente (Yc) e (Y) se unen a la estructura de la férmula mencionada anteriormente
(I) a través de -OR’- y -OR?-, respectivamente.

Condicién (2):

las regiones menmonadas anterlormente (Xc) y (X) se unen a la estructura de la férmula mencionada anteriormente
() a través de -OR? y -OR'-, respectivamente; y

las regiones menmonadas anterlormente (Yc) e (Y) se unen a la estructura de la formula mencionada anteriormente
(I) a través de -OR% y -OR'-, respectivamente.

Condicién (3):

las regiones menmonadas anterlormente (Xc) y (X) se unen a la estructura de la férmula mencionada anteriormente
(I) através de -OR’- y -OR?-, respectivamente; y

las regiones menaonadas anterlormente (Yc) e (Y) se unen a la estructura de la férmula mencionada anteriormente
(I) a través de -OR’- y -OR?-, respectivamente.

Condicién (4):

las regiones menmonadas anterlormente (Xc) y (X) se unen a la estructura de la férmula mencionada anteriormente
(I) através de -OR’- y -OR?-, respectivamente; y

las regiones menmonadas anterlormente (Yc) e (Y) se unen a la estructura de la férmula mencionada anteriormente
(I) a través de -OR% y -OR'-, respectivamente.

La FIG. 2 muestra vistas esquematicas que ilustran un ejemplo de la segunda molécula de ssPN mencionada
anteriormente que tiene la regidon conectora mencionada anteriormente (Ly). La FIG. 2A es una vista esquematica
que muestra el orden de las respectivas regiones desde el extremo en la posicion 5' al extremo en la posicion 3' en
la molécula de ssPN mencionada anteriormente, como un ejemplo ilustrativo. La FIG. 2B es una vista esquematica
que muestra el estado en el que las dobles hebras se forman en la molécula de ssPN mencionada anteriormente.
Como se muestra en la FIG. 2B, en la molécula de ssPN mencionada anteriormente, se forman dobles hebras entre
las regiones mencionadas anteriormente (Xc) y (X) y entre las regiones mencionadas anteriormente (Y) e (Yc), y
cada una de la region Lx mencionada anteriormente y la regién Ly mencionada anteriormente tienen una estructura
de bucle dependiendo de sus longitudes. Las vistas esquematicas mostradas en la FIG. 2 simplemente ilustran el
orden en el que se unen las respectivas regiones y la relacion posicional de las respectivas regiones que forman la
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doble hebra, y no limitan, por ejemplo, las longitudes de las respectivas regiones, la forma de la regién conectora, y
similares. Ademas, aunque la regién mencionada anteriormente (Xc) en el extremo en la posicion 5' en la FIG. 2, la
posicion de la regiéon mencionada anteriormente (Xc) no se limita a esto, y la region mencionada anteriormente (Xc)
puede estar en el extremo en la posicion 3'.

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, el numero de bases en cada una de las regiones
mencionadas anteriormente (Xc), (X), (Y), e (Yc) no esta limitado en particular. A continuacién se proporcionan
ejemplos de las longitudes de las respectivas regiones. Sin embargo, se debe indicar que la presente invencion no
esta limitada a los mismos en modo alguno.

Como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, la regibn mencionada anteriormente (Xc) puede ser
complementaria a toda la region de la region mencionada anteriormente (X). En este caso, es preferible que, por
ejemplo, la regidon mencionada anteriormente (Xc) tenga la misma longitud de las bases que la regién mencionada
anteriormente (X), y esté formada por una secuencia de bases complementarias a toda la region de la region
mencionada anteriormente (X). Es mas preferible que la region mencionada anteriormente (Xc) tenga la misma
longitud de las bases que la region mencionada anteriormente (X) y todas las bases en la region mencionada
anteriormente (Xc) son complementarias a todas las bases en la regién mencionada anteriormente (X), es decir, por
ejemplo, la region (Xc) es perfectamente complementaria a la region (X). Sin embargo, se debe indicar que la
configuracion de la regiéon (Xc) no se limita a esto, y una o unas pocas bases en la region (Xc) pueden no ser
complementarias a las bases correspondientes en la region (X), por ejemplo, como se ha descrito anteriormente.

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

Como se ha descrito anteriormente, la regién mencionada anteriormente (Yc) puede ser complementaria a, por
ejemplo, toda la region de la region mencionada anteriormente (Y). En este caso, es preferible que, por ejemplo, la
region mencionada anteriormente (Yc) tenga la misma longitud de las bases que la region mencionada
anteriormente (Y), y esté formada por una secuencia de bases complementarias a toda la region de la region
mencionada anteriormente (Y). Es mas preferible que la region mencionada anteriormente (Yc) tenga la misma
longitud de las bases que la region mencionada anteriormente (Y) y todas las bases en la region mencionada
anteriormente (Yc) se han complementarias a todas las bases en la region mencionada anteriormente (Y), es decir,
por ejemplo, la region (Yc) es perfectamente complementaria a la region (Y). Sin embargo, se debe indicar que la
configuracion de la region (Yc) no se limita a esto, y una o unas pocas bases en la region (Yc) pueden no ser
complementarias a las bases correspondientes en la region (Y), por ejemplo, como se ha descrito anteriormente.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, la regién mencionada anteriormente (Yc) puede ser complementaria a,
por ejemplo, una parte de la regidon mencionada anteriormente (Y). En este caso, es preferible que, por ejemplo, la
region mencionada anteriormente (Yc) tenga la misma longitud de las bases que la parte de la regién mencionada
anteriormente (Y), es decir, la regiéon mencionada anteriormente (Yc) esté formada por una secuencia de bases cuya
longitud de bases es mas corta que la longitud de bases de la regidon mencionada anteriormente (Y) en una o mas
bases. Es mas preferible que la region mencionada anteriormente (Yc) tenga la misma longitud de las bases que la
parte de la region mencionada anteriormente (Y) y todas las bases en la regién mencionada anteriormente (Yc) se
han complementarias a todas las bases en la parte de la region mencionada anteriormente (Y), es decir, por
ejemplo, la region (Yc) es perfectamente complementaria a la parte de la region (Y). La parte de la region
mencionada anteriormente (Y) es preferiblemente una region que tiene una secuencia de bases formada, por
ejemplo, por bases sucesivas partiendo de la base en el extremo (la 12 base) en el extremo de la regidon mencionada
anteriormente (Yc) en la region mencionada anteriormente (Y).

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, la relacion del numero de bases (Z) en la region
interna mencionada anteriormente (Z) con el nimero de bases (X) en la region mencionada anteriormente (X) y el
numero de bases (Y) en la regidn mencionada anteriormente (Y) y la relacion del numero de bases (Z) en la region
interna mencionada anteriormente (Z) con el nimero de bases (X) en la region mencionada anteriormente (X) y el
numero de bases (Xc) en la regién mencionada anteriormente (Xc) satisfacen, por ejemplo, las condiciones de las
siguientes expresiones (1) y (2).

Z=X+Y e (1)
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Z2Xc+ Yo (2)

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, la relacion del niumero de bases (X) en la region
mencionada anteriormente (X) y el numero de bases (Y) en la regién mencionada anteriormente (Y) no esta
limitados en particular, y satisfacen, por ejemplo, cualquiera de las condiciones de las siguientes expresiones:

X =Y ees (19)
X <Y e (20)
X > Y ee (21).

En la segunda molécula de ssPN, la relacion del nimero de bases (X) en la regién mencionada anteriormente (X) y
el numero de bases (Xc) en la regidon mencionada anteriormente (Xc), y la relacién del nimero de bases (Y) en la
region mencionada anteriormente (Y) y el niumero de bases (Yc) en la region mencionada anteriormente (Yc)
satisfacen, por ejemplo, cualquiera de las siguientes condiciones (a) a (d):

(a) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (3) y (4).
X > Xc ** (3)
Y =Yc * (4)

(b) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (5) y (6).
X'=Xc * (5)
Y > Yc * (6)

(c) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (7) y (8).
X > Xc *e* (7)
Y > Yc ** (8)

(d) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (9) y (10).
X'=Xc * (9)
Y =Yc *- (10)

Las condiciones descritas anteriormente (a) a (d), por ejemplo, la diferencia entre el nimero de bases (X) en la
region mencionada anteriormente (X) y el nimero de bases (Xc) en la region mencionada anteriormente (Xc), y la
diferencia entre el numero de bases (Y) en la regién mencionada anteriormente (Y) y el numero de bases (Yc) en la
region mencionada anteriormente (Yc) preferiblemente satisfacen las siguientes condiciones.

(a) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (11) y (12).
X -Xc =1a 10, preferiblemente 1, 2, 3 0 4,
mas preferiblemente 1, 20 3
eee (11)
Y -Yc=0c¢-(12)
(b) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (13) y (14).
X-Xc=0-¢-(13)
Y -Yc =1a 10, preferiblemente 1, 2, 3 0 4,
mas preferiblemente 1, 2 0 3 ¢« (14)
(c) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (15) y (16).
X -Xc =1a10, preferiblemente, 1,20 3,
mas preferiblemente 1 0 2 ¢+ (15)

Y -Yc =1a10, preferiblemente, 1,20 3,
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mas preferiblemente 1 0 2 ¢+ (16)
(d) Se satisfacen las condiciones de las siguientes expresiones (17) y (18).
X-Xc=0c¢-(17)
Y -Yc=0-¢-(18)

Con respecto a las segundas moléculas de ssPN que satisfacen las condiciones (a) a (d) mencionadas
anteriormente, se muestran ejemplos de sus estructuras respectivamente en las vistas esquematicas de la FIG. 3. La
FIG. 3 muestra las moléculas de ssPN incluyendo las regiones conectoras mencionadas anteriormente (Lx) y (Ly).
La FIG. 3A muestra un ejemplo de la molécula de ssPN que satisface la condicion (a) mencionada anteriormente; la
FIG. 3B nuestra un ejemplo de la molécula de ssPN que satisface la condicion (b) mencionada anteriormente; la FIG.
3C muestra un ejemplo de la molécula de ssPN que satisface la condicion (c) mencionada anteriormente; y la FIG.
3D muestra un ejemplo de la molécula de ssPN que satisface la condicién (d) mencionada anteriormente. En la FIG.
3, las lineas discontinuas indican un estado en el que se forman dobles hebras mediante autohibridacién. Todas las
moléculas de ssPN mostradas en la FIG. 3 se dirigen a ejemplos en los que la relacion del numero de bases (X) en
la regién mencionada anteriormente (X) y el numero de bases (Y) en la region mencionada anteriormente (Y)
satisfacen "X < Y" de la expresion mencionada anteriormente (20). Sin embargo, se debe indicar que la relacion no
se limita a esto, y "X =Y" de la expresidon mencionada anteriormente (19) o "X > Y" de la expresion mencionada
anteriormente (21) se pueden satisfacer como se ha descrito anteriormente. Las vistas esquematicas mostradas en
la FIG. 3 simplemente ilustran la relacion entre las regiones mencionadas anteriormente (X) y (Xc) y la relacion entre
las regiones mencionadas anteriormente (Y) e (Yc), y no limitan, por ejemplo, la longitud y forma de cada region, la
presencia o ausencia de la region conectora (Ly), y similares.

Las moléculas de ssPN de (a) a (c) mencionados anteriormente son configuraciones que tienen una base que no
esta alineada con ambas de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) e (Yc) en la region interna mencionada
anteriormente (Z) dato que, por ejemplo, cada una de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) y (X), y las
regiones (Yc) e (Y) forman una doble hebra. También se puede decir que son configuraciones que tienen una base
que no forma una doble hebra. En la region interna mencionada anteriormente (Z), en lo sucesivo en la presente
memoria la base mencionada anteriormente que no esta alineada (también denominada base que no forma una
doble hebra) se va a denominar "base no emparejada”. En la FIG. 3, la region de la base no emparejada
mencionada anteriormente se muestra como "F". El nUmero de bases en la regién mencionada anteriormente (F) no
esta limitado en particular. EI nimero de bases (F) en la regién mencionada anteriormente (F) es, por ejemplo, el
numero de bases de "X - Xc" para la molécula de ssPN de (a) mencionado anteriormente; el nimero de bases de
"Y - Yc" para la molécula de ssPN de (b) mencionado anteriormente; y el total del nimero de bases de "X - Xc" vy el
numero de bases de "Y - Yc" para la molécula de ssPN de (c) mencionado anteriormente.

Por otro lado, la molécula de ssPN que satisface la condicion (d) mencionada anteriormente se configura de modo
que, por ejemplo, toda la region de la region interna mencionada anteriormente (Z) esté alineada con las regiones
mencionadas anteriormente (Xc) e (Yc), en otras palabras, toda la regién de la region interna mencionada
anteriormente (Z) forma una doble hebra. En la molécula de ssPN que satisface la condicion (d) mencionada
anteriormente, el extremo en la posicion 5' de la region mencionada anteriormente (Xc) y el extremo en la posicion 3'
de la regién mencionada anteriormente (Yc) no estan unidos entre si.

El ndmero total de las bases en la region mencionada anteriormente (Xc), las bases en la regiébn mencionada
anteriormente (Yc), y las bases no emparejadas (F) mencionadas anteriormente en la region interna mencionada
anteriormente (Z) es igual al nimero de bases en la region interna mencionada anteriormente (Z). Por lo tanto, la
longitud de la region mencionada anteriormente (Xc) y la longitud de la regidon mencionada anteriormente (Yc) se
pueden determinar segun sea apropiado dependiendo de, por ejemplo, la longitud de la regién interna mencionada
anteriormente (Z), el numero de las bases no emparejadas mencionadas anteriormente, y las posiciones de las
bases no emparejadas.

El numero de bases en la region interna mencionada anteriormente (Z) es, por ejemplo, 19 o mas. El limite inferior
del nimero de bases es, por ejemplo, 19, preferiblemente 20, y mas preferiblemente 21. El limite superior del
numero de las bases mencionadas anteriormente es, por ejemplo, 50, preferiblemente 40, y mas preferiblemente 30.
Un ejemplo especifico del nimero de bases en la region interna mencionada anteriormente (Z) es 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30. Cuando la region interna mencionada anteriormente (Z) incluye la secuencia inhibidora
de la expresidon mencionada anteriormente, por ejemplo, tales condiciones son preferibles.

Cuando la region interna mencionada anteriormente (Z) incluye la secuencia inhibidora de la expresion mencionada
anteriormente, la region interna mencionada anteriormente (Z) puede ser, por ejemplo, una regién formada por la
secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente solamente o una region que incluye la secuencia
inhibidora de la expresion mencionada anteriormente. El nUmero de bases de la secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente es, por ejemplo, de 19 a 30, preferiblemente 19, 20, o 21. Cuando la regién interna
mencionada anteriormente (Z) incluye la secuencia inhibidora de la expresidon mencionada anteriormente, la
secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente puede tener adicionalmente una secuencia adicional
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en su extremo en la posicion 5' y/o extremo en la posicidon 3'. El nimero de bases en la secuencia adicional
mencionada anteriormente es, por ejemplo, de 1 a 31, preferiblemente de 1 a 21, mas preferiblemente de 1 a 11, y
aun mas preferiblemente de 1a 7.

El nimero de bases en la region mencionada anteriormente (Xc) es, por ejemplo, de 1 a 29, preferiblemente de 1 a
11, mas preferiblemente de 1 a 7, aun mas preferiblemente de 1 a 4, y de forma particularmente preferible 1, 2 o 3.
Cuando la region interna mencionada anteriormente (Z) o la region mencionada anteriormente (Yc) incluye la
secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente, por ejemplo, es preferible que el nimero de bases
como se ha descrito anteriormente. Un ejemplo especifico es el que sigue a continuacion: cuando el numero de
bases en la region interna mencionada anteriormente (Z) es de 19 a 30 (p. €j., 19), el numero de bases en la region
mencionada anteriormente (Xc) es, por ejemplo, de 1 a 11, preferiblemente de 1 a 7, mas preferiblemente de 1 a 4,y
aun mas preferiblemente 1, 2 0 3.

Cuando la regién mencionada anteriormente (Xc) incluye la secuencia inhibidora de la expresion mencionada
anteriormente, la region mencionada anteriormente (Xc) puede ser, por ejemplo, una region formada por la
secuencia inhibidora de la expresiéon mencionada anteriormente solamente o una region que incluye la secuencia
inhibidora de la expresion mencionada anteriormente. Por ejemplo, la longitud de la secuencia inhibidora de la
expresion mencionada anteriormente es como se ha descrito anteriormente. Cuando la regién mencionada
anteriormente (Xc) incluye la secuencia inhibidora de la expresidn mencionada anteriormente, la secuencia
inhibidora de la expresion mencionada anteriormente puede tener adicionalmente una secuencia adicional en su
extremo en la posicion 5' y/o extremo en la posicion 3'. El nimero de bases en la secuencia adicional mencionada
anteriormente es, por ejemplo, de 1 a 11, preferiblemente de 1 a 7.

El nimero de bases en la regién mencionada anteriormente (Yc) es, por ejemplo, de 1 a 29, preferiblemente de 1 a
11, mas preferiblemente de 1 a 7, ain mas preferiblemente de 1 a 4, y de forma particularmente preferible 1, 2 o 3.
Cuando la region interna mencionada anteriormente (Z) o la region mencionada anteriormente (Xc) incluye la
secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente, por ejemplo, es preferible que el nimero de bases
como se ha descrito anteriormente. Un ejemplo especifico es el que sigue a continuacion: cuando el numero de
bases en la region interna mencionada anteriormente (Z) es de 19 a 30 (p. €j., 19), el numero de bases en la region
mencionada anteriormente (Yc) es, por ejemplo, de 1 a 11, preferiblemente de 1 a 7, mas preferiblemente 1, 2, 3 0 4,
y aun mas preferiblemente 1, 2 0 3.

Cuando la regién mencionada anteriormente (Yc) incluye la secuencia inhibidora de la expresion mencionada
anteriormente, la region mencionada anteriormente (Yc) puede ser, por ejemplo, una region formada por la
secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente solamente o una regioén que incluye la secuencia
inhibidora de la expresion mencionada anteriormente. La longitud de la secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente es, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente. Cuando la regién mencionada
anteriormente (Yc) incluye la secuencia inhibidora de la expresidn mencionada anteriormente, la secuencia
inhibidora de la expresion mencionada anteriormente puede tener adicionalmente una secuencia adicional en su
extremo en la posicion 5' y/o extremo en la posicion 3'. El nimero de bases en la secuencia adicional mencionada
anteriormente es, por ejemplo, de 1 a 11, preferiblemente de 1 a 7.

Como se ha descrito anteriormente, la relacién entre el nimero de bases en la regidon interna mencionada
anteriormente (Z), el nimero de bases en la region mencionada anteriormente (Xc), y el numero de bases en la
region mencionada anteriormente (Yc) se puede expresar, por ejemplo, con la expresion mencionada anteriormente
(2): "Z =Xc + Yc". De forma especifica, el nimero de bases representado con "Xc + Yc" es, por ejemplo, igual al
numero de bases en la region interna mencionada anteriormente (Z), o menor que el nimero de bases en la region
interna mencionada anteriormente (Z). En el ultimo caso, "Z - (Xc + Yc)" es, por ejemplo, de 1 a 10, preferiblemente
de 1 a 4, y mas preferiblemente 1, 2 o 3. La férmula mencionada anteriormente "Z - (Xc + Yc)" corresponde, por
ejemplo, al numero de bases (F) en la region de bases no emparejadas (F) en la regién interna mencionada
anteriormente (Z).

En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, las longitudes de las regiones conectoras
mencionadas anteriormente (Lx) y (Ly) no estan limitadas en particular. La regién conectora mencionada
anteriormente (Lx) es como se ha descrito anteriormente. Cuando la unidad constitucional de la region conectora
mencionada anteriormente (Ly) incluye una base(s), el limite inferior del nimero de bases en la regién conectora
mencionada anteriormente (Ly) es, por ejemplo, 1, preferiblemente 2, y mas preferiblemente 3, y el limite superior
del mismo es, por ejemplo, 100, preferiblemente 80, y mas preferiblemente 50. El nimero de bases en cada una de
las regiones conectoras mencionadas anteriormente es especificamente de 1 a 50, de 1 a 30, de 1 a 20, de 1 a 10,
de 1a7,0de 1 a4, por ejemplo, pero no se limita a estos ejemplos.

La region conectora mencionada anteriormente (Ly) puede ser, por ejemplo, la misma o diferente a la region
conectora mencionada anteriormente (Lx).

La longitud completa de la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente no esta limitada en particular. En
la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, el limite inferior del numero total de bases (el nimero de
bases en la molécula de ssPN de longitud completa), es, por ejemplo, 38, preferiblemente 42, mas preferiblemente
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50, aun mas preferiblemente 51, y de forma particularmente preferible 52, y el limite superior del mismo es, por
ejemplo, 300, preferiblemente 200, mas preferiblemente 150, aun mas preferiblemente 100, y de forma
particularmente preferible 80. En la segunda molécula de ssPN mencionada anteriormente, el limite inferior del
numero total de bases destruyendo las que se encuentran en las regiones conectoras mencionadas anteriormente
(Lx) y (Ly) es, por ejemplo, 38, preferiblemente 42, mas preferiblemente 50, ain mas preferiblemente 51, y de forma
particularmente preferible 52, y el limite superior del mismo es, por ejemplo, 300, preferiblemente 200, mas
preferiblemente 150, ain mas preferiblemente 100, y de forma particularmente preferible 80.

En la molécula de ssPN descrita, solo es necesario que la regiéon conectora mencionada anteriormente (Lx) tenga la
estructura no nucleotidica mencionada anteriormente, como se ha descrito anteriormente, las otras unidades
constitucionales no estan limitadas en particular. Los ejemplos de las unidades constitucionales mencionadas
anteriormente incluyen restos de nucledétidos. Los ejemplos de los restos de nucledtido mencionados anteriormente
incluyen un resto de ribonucleétido y un resto de desoxirribonucleétido. El resto de nucleétido mencionado
anteriormente puede ser, por ejemplo, es que no esta modificado (resto de nucledtido no modificado) o el que se ha
modificado (resto de nucledtido modificado). Mediante la configuracion de la molécula de ssPN de la presente
invencion para que incluya el resto de nucleétido mencionado anteriormente, por ejemplo, la resistencia de la
molécula de ssPN a nucleasas se puede mejorar, permitiendo de ese modo mejorar la estabilidad de la molécula de
ssPN. Ademas, la molécula de ssPN de la presente invencion puede incluir adicionalmente, por ejemplo, un resto no
nucleotidico ademas del resto de nucleétido mencionado anteriormente.

El resto de nucledtido mencionado anteriormente es preferible, la unidad constitucional de cada una de la region
mencionada anteriormente (Xc), la region mencionada anteriormente (X), la regién mencionada anteriormente (Y) y
la region mencionada anteriormente (Yc). Cada una de las regiones mencionadas anteriormente esta formada, por
ejemplo, por cualquiera de los siguientes restos (1) a (3):

(1) un resto(s) de nucleétido sin modificar
(2) un resto(s) de nucleétido modificado
(3) un resto(s) de nucleétido sin modificar y un resto(s) de nucleétido modificado.

La regidon conectora mencionada anteriormente (Lx) puede estar formada, por ejemplo, por el resto(s) no
nucleotidico mencionado anteriormente solamente, o puede estar formada por el resto(s) no nucleotidico
mencionado anteriormente y el resto(s) de nucleétido mencionado anteriormente. La regidon conectora mencionada
anteriormente (Lx) esta formada, por ejemplo, por cualquiera de los siguientes restos (4) a (7):

(4) un resto no nucleotidico(s)

(5) un resto no nucleotidico(s) y un resto(s) de nucleétido sin modificar

(6) un resto no nucleotidico(s) y un resto(s) de nucleétido modificado

(7) un resto no nucleotidico(s), un resto(s) de nucleétido sin modificar, y un resto(s) de nucleétido modificado.

Las unidades constitucionales de la regidon conectora mencionada anteriormente (Ly) no estan limitadas en
particular, y algunos ejemplos de las mismas incluyen los restos de nucledtido mencionados anteriormente y los
restos no nucleotidicos mencionados anteriormente, como se ha descrito anteriormente. Cada de las regiones
conectoras mencionadas anteriormente puede estar formada, por ejemplo, por el resto(s) de nucleétido mencionado
anteriormente solamente, el resto(s) no nucleotidico mencionado anteriormente solamente, o tanto el resto(s) de
nucleétido mencionado anteriormente como el resto(s) no nucleotidico mencionado anteriormente. Cada de las
regiones conectoras mencionadas anteriormente esta formada por ejemplo, por cualquiera de los siguientes restos

(M a():
(1) un resto(s) de nucleétido sin modificar
(2) un resto(s) de nucleétido modificado
(3) un resto(s) de nucleétido sin modificar y un resto(s) de nucleétido modificado
(4) un resto no nucleotidico(s)
(5) un resto no nucleotidico(s) y un resto(s) de nucleétido sin modificar
(6) un resto no nucleotidico(s) y un resto(s) de nucleétido modificado
(7) un resto no nucleotidico(s), un resto(s) de nucleétido sin modificar, y un resto(s) de nucleétido modificado.

Los ejemplos de la molécula de ssPN, excluyendo la regidon conectora mencionada anteriormente (Lx), de la
presente descripcion incluyen moléculas formadas por los restos de nucledtido mencionados anteriormente
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solamente; y moléculas que incluyen el resto(s) no nucleotidico mencionado anteriormente ademas de los restos de
nucleétido mencionados anteriormente. En la molécula de ssPN de la presente invencion, por ejemplo, los restos de
nucleétido mencionados anteriormente pueden ser los restos de nucleétido sin modificar mencionados anteriormente
solamente; los restos de nucle6tido mencionados anteriormente solamente; o tanto el resto(s) de nucleétido sin
modificar mencionado anteriormente como el resto de nucleétido(s) mencionado anteriormente, como se ha descrito
anteriormente. Cuando la molécula de ssPN mencionada anteriormente incluye tanto el resto(s) de nucleétido sin
modificar mencionado anteriormente como el resto(s) de nucleétido mencionado anteriormente, el ndmero del
resto(s) de nucledtido mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y es, por ejemplo, "de uno a varios",
de forma especifica, por ejemplo, de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 4, mas preferiblemente de 1 a 3, y que lo mas
preferiblemente 1 o 2. Cuando la molécula de ssPN de la presente invencion incluyen el resto(s) no nucleotidico
mencionado anteriormente, el nimero de el resto(s) no nucleotidico mencionado anteriormente no esta limitado en
particular, y es, por ejemplo, "de uno a varios", de forma especifica, por ejemplo, 1 o 2.

En la molécula de ssPN descrita, por ejemplo, el resto de nucleétido mencionado anteriormente es preferiblemente
un resto de ribonucledtido. En este caso, por ejemplo, la molécula de ssPN de la presente descripcion también se
denomina "molécula de ARNss" o "molécula de P-ARNss". Los ejemplos de la molécula de ARNss mencionada
anteriormente, excluyendo la regién conectora mencionada anteriormente (Lx), incluyen moléculas formadas por los
restos de ribonucledtido solamente; y una molécula que incluye el resto(s) no nucleotidico mencionado
anteriormente ademas de los restos de ribonucleétido mencionados anteriormente. Como se ha descrito
anteriormente, como los restos de ribonucleétido mencionados anteriormente, por ejemplo, la molécula de ARNss
mencionada anteriormente puede incluir: los restos de ribonucleétido sin modificar mencionados anteriormente
solamente; los restos de ribonucleétido modificados mencionados anteriormente solamente; o tanto el resto(s) de
ribonucledtido sin modificar mencionado anteriormente como el resto(s) de ribonucleétido modificado mencionado
anteriormente.

Cuando la molécula de ARNss mencionada anteriormente incluye, por ejemplo, el resto(s) de ribonucleétido
modificado mencionado anteriormente ademas de los restos de ribonucledtido sin modificar mencionados
anteriormente, el nimero del resto(s) de ribonucledtido modificado mencionado anteriormente no esta limitado en
particular, y es, por ejemplo, "de uno a varios", de forma especifica, por ejemplo, de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 4,
mas preferiblemente de 1 a 3, y lo mas preferiblemente 1 o 2. El resto de ribonucleétido modificado mencionado
anteriormente en contraste con el resto de ribonucleétido sin modificar mencionado anteriormente puede ser, por
ejemplo, en el resto de desoxirribonucleétido mencionado anteriormente obtenido por sustitucion de un resto de
ribosa por un resto desoxirribosa. Cuando la molécula de ARNss mencionada anteriormente incluye, por ejemplo, en
el resto(s) de desoxirribonucleétido mencionado anteriormente ademas del resto(s) de ribonucleétido sin modificar
mencionado anteriormente, el nimero del resto(s) de desoxirribonucleétido mencionado anteriormente no esta
limitado en particular, y es, por ejemplo, "de uno a varios", de forma especifica, por ejemplo, de 1 a 5,
preferiblemente de 1 a 4, mas preferiblemente de 1 a 3, y lo mas preferiblemente 1 o 2.

La molécula de ssPN de la presente invencion puede incluir, por ejemplo, una sustancia de etiquetado, y se puede
etiquetar con la sustancia de etiquetado mencionada anteriormente. La sustancia de etiquetado mencionada
anteriormente no esta limitada en particular, y puede ser, por ejemplo, una sustancia fluorescente, un colorante, un
isétopo, o similares. Los ejemplos de la sustancia de etiquetado mencionada anteriormente incluyen: fluoréforos
tales como pireno, TAMRA, fluoresceina, un colorante Cy3, y un colorante Cy5. Los ejemplos del colorante
mencionado anteriormente incluyen colorantes de tipo Alexa tales como Alexa 488. Los ejemplos del is6topo
mencionado anteriormente incluyen isétopos y radioisotopos estables. Entre los mismos son preferibles los isétopos
estables. Por ejemplo, los isétopos estables mencionados anteriormente presentan un bajo riesgo de exposicion a la
radiaciéon y no requieren instalaciones especiales. Por lo tanto, los is6topos estables presentan una manipulacion
excelente y pueden contribuir a la reduccion de costes. Ademas, por ejemplo, el is6topo estable mencionado
anteriormente no cambia las propiedades fisicas de un compuesto etiquetado con el mismo y por lo tanto tiene una
propiedad excelente como indicador. El is6topo estable mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y
los ejemplos del mismo incluyen 2H, 13’C, 15N, 170, 180, 333, 3"‘S, y 3%g.

En la molécula de ssPN de la presente invencion, como se ha descrito anteriormente, es preferible introducir, por
ejemplo, la sustancia de etiquetado mencionada anteriormente en la estructura no nucleotidica mencionada
anteriormente, preferiblemente al resto(s) no nucleotidico mencionado anteriormente en la regidon conectora
mencionada anteriormente (Lx). Por ejemplo, la introduccion de la sustancia de etiquetado al resto(s) no nucleotidico
mencionado anteriormente se puede realizar facilmente y con bajo coste.

Como se ha descrito anteriormente, la molécula de ssPN de la presente invencion puede inhibir la expresion
mencionada anteriormente de un gen diana. Por lo tanto, la molécula de ssPN de la presente invenciéon se puede
usar, por ejemplo, como un agente terapéutico para tratar una enfermedad causada por un gen. Cuando la molécula
de ssPN mencionada anteriormente incluye, como secuencia inhibidora de la expresién mencionada anteriormente,
una secuencia que inhibe la expresion de un gen que causa la enfermedad mencionada anteriormente, por ejemplo,
es posible tratar la enfermedad mencionada anteriormente mediante la inhibicion de la expresion del gen diana
mencionado anteriormente. En la presente invencion, el término "tratamiento" incluye: prevencién de las
enfermedades mencionadas anteriormente; mejora de las enfermedades; y mejora de los prondsticos, por ejemplo, y
puede hacer referencia a cualquiera de ellos.
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El método de uso de la molécula de ssPN descrito no esta limitado en particular. Por ejemplo, la molécula de ssPN
mencionada anteriormente se puede administrar a un sujeto que tenga el gen diana mencionado anteriormente.

Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente al que se le administra la molécula de ssPN de la presente
invencion incluyen células, tejidos, 6rganos y similares. Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente también
incluyen seres humanos, animales o humanos y similares tales como mamiferos no humanos, es decir, mamiferos
excluyendo los seres humanos. La administracion mencionada anteriormente se puede realizar, por ejemplo, in vivo
o in vitro. Las células mencionadas anteriormente no estan limitadas en particular, y los ejemplos de las mismas
incluyen: diversas células cultivadas tales como células Hela, células 293, células NIH3T3, y células COS; células
madre tales como células ES y células madre hematopoyéticas; y células aisladas de organismos vivos, tales como
células cultivadas primarias.

En la presente invencion, el gen diana mencionado anteriormente cuya expresion se va a inhibir no esta limitado en
particular y se puede establecer cualquier gen deseado para el gen diana. La secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente se puede disefiar segun sea apropiado dependiendo del gen mencionado anteriormente.

Los ejemplos especificos de la molécula de ssPN de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, los que
siguen a continuacion. La secuencia de bases de la molécula de ssPN mencionada anteriormente cuando el gen
diana mencionado anteriormente es el gen GAPDH es, por ejemplo, la secuencia de bases conocida por la SEQ ID
NO: 4 o 18, que pueden incluir de una o varias deleciones, sustituciones y/o adiciones, y cuando el gen diana
mencionado anteriormente es TGF-B1, la molécula de ssPN se ejemplifica mediante la secuencia de bases
mostradas por las SEQ ID NOs: 19 - 23, que pueden incluir de una o varias deleciones, sustituciones y/o adiciones.
En las secuencias de las siguientes SEQ ID NOs: 4 y 18, la parte subrayada de GUUGUCAUACUUCUCAUGG
(SEQ ID NO: 5) es la region que hace referencia a la inhibicion de la expresion genética de GAPDH. En las
siguientes SEQ ID NOs: 19 - 23, ™" muestra una base no emparejada. En las siguientes SEQ ID NOs: 4 y 18 - 23,
las estructuras de Lx y Ly no estan limitadas en particular y puede ser, por ejemplo, la estructura (Lg) que se
muestra en los Ejemplos que se mencionan a continuacion.

Ej: PK-005 4 (SEQ D NO: 4)

5" —CAUGAGAAGUAUGACAACAGCC- L x —~GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC-L y —GAA-3’
\ J \ ) ,J
T Y

Xec y Y ¢

(SEQ ID NO: 18)

5" -CCAUGAGAAGUAUGACAACAGCC-Lx-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUU-3"

(SEQ ID NO: 19)

"
gf SAJCUJUATALLGATULLAGIS - LY -GECURRAGUCARUGUACAGCUGCUUC - Ly -4 4 a3

e z Y
(SEQ ID NO: 20)

L
o0 - AdTUgUaTalUgACULLAY =3 ~LA-GECUARRGUCARUGUACRSCUGCUUC I-‘-'_;v‘—l

W (i)
{1 |

Xel z
(SEQ ID NO: 21)

<L @q:ag:ugua:ﬁuu:acuuuag::TEHmQGCURAAGucaaUGUACAGCUGCUUCFLyHEJn&‘

N = .

(SEQ ID NO: 22)

L
2= goagouguatauugacu Uiagos -1 -GECURARGUCARUGURCAGCUGCUUC -1y -3 =Gt

EzZ 7 ¥

“

L8]
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(SEQ ID NO: 23)

57 = uguragugcucauduacaagoo=Lx= UGAGCACT =Ly=gas =37
ugucagug AUBUACAAgoo s L t,;ecwsm GEERCEJ?SI gag ]
iz Z Yo

Con respecto al uso de la molécula de ssPN de la presente invencioén, se hara referencia a la siguiente descripcion
con respecto a la composicion, el método de inhibicion de la expresion, el método de tratamiento, y similares segun
la presente invencién que se describe a continuacion.

Dado que la molécula de ssPN de la presente invencidon puede inhibir la expresion de un gen diana como se ha
descrito anteriormente, por ejemplo, es util como un producto farmacéutico, un agente de diagndstico, un agente
quimico agricola, y como una herramienta para realizar investigacion en ciencias médicas, ciencias bioldgicas, y
similares.

En la presente invencion, el término "alquilo” incluye, por ejemplo, grupos alquilo de cadena lineal y ramificado. El
numero de atomos de carbono en el grupo alquilo mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y es, por
ejemplo, de 1 a 30, preferiblemente de 1 a 6 o de 1 a 4. Los ejemplos del grupo alquilo mencionado anteriormente
incluyen: metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo,
n-hexilo, isohexilo, n-heptilo, n-octilo, n-nonilo, y n-decilo. Entre ellos, son preferibles por ejemplo, metilo, etilo, n-
propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo, isohexilo, y
similares.

En la presente invencion, el término "alquenilo” incluye, por ejemplo, alquenilos de cadena lineal y ramificados. Los
ejemplos del alquenilo mencionado anteriormente incluyen los alquilos mencionados anteriormente que tienen uno o
mas dobles enlaces. El nimero de atomos de carbono en el alquenilo mencionado anteriormente no esta limitado en
particular, y es, por ejemplo, el mismo que el usado en el alquilo mencionado anteriormente, preferiblemente de 2 a
8. Los ejemplos del grupo alquenilo mencionado anteriormente incluyen vinilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-butenilo, 2-
butenilo, 3-butenilo, 1,3-butadienilo, y 3-metil-2-butenilo.

En la presente invencion, el término "alquinilo” incluye, por ejemplo, alquinilos de cadena lineal y ramificados. Los
ejemplos alquinilo del mencionado anteriormente incluyen los grupos alquilo que tienen uno o mas triples enlaces. El
numero de atomos de carbono en el grupo alquenilo mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y es,
por ejemplo, el mismo que el usado en el alquilo mencionado anteriormente, preferiblemente de 2 a 8. Los ejemplos
del alquinilo mencionado anteriormente incluyen etinilo, propinilo, y butinilo. El alquinilo mencionado anteriormente
puede incluir adicionalmente, por ejemplo, uno o mas dobles enlaces.

En la presente invencion, el término "arilo” incluye, por ejemplo, grupos hidrocarburo aromatico monociclico y grupos
hidrocarburo aromatico policiclico. Los ejemplos del grupo hidrocarburo aromatico monociclico mencionado
anteriormente incluyen fenilo. Los ejemplos del grupo hidrocarburo aromatico policiclico mencionado anteriormente
incluyen 1-naftilo, 2-naftilo, 1-antrilo, 2-antrilo, 9-antrilo, 1-fenantrilo, 2-fenantrilo, 3-fenantrilo, 4-fenantrilo, y que 9-
fenantrilo. Entre ellos, por ejemplo, son preferibles fenilo, naftilos tales como 1-naftilo y 2-naftilo, y similares.

En la presente invencion, el término "heteroarilo” incluye, por ejemplo, grupos heterociclicos aromaticos
monociclicos y grupos heterociclicos aromaticos condensados. Los ejemplos del heteroarilo mencionado
anteriormente incluyen furilos (p. ej., 2-furilo, 3-furilo), tienilos (p. €j., 2-tienilo, 3-tienilo), pirrolilos (p. €j., 1-pirrolilo, 2-
pirrolilo, 3-pirrolilo), imidazolilos (p. €j., 1-imidazolilo, 2-imidazolilo, 4-imidazolilo), pirazolilos (p. €j., 1-pirazolilo, 3-
pirazolilo, 4-pirazolilo), triazolilos (p. €j., 1,2,4-triazol-1-ilo, 1,2,4-triazol-3-ilo, 1,2,4-triazol-4-ilo), tetrazolilos (p. €j., 1-
tetrazolilo, 2-tetrazolilo, 5-tetrazolilo), oxazolilos (p. €j., 2-oxazolilo, 4-oxazolilo, 5-oxazolilo), isoxazolilos (p. €j., 3-
isoxazolilo, 4-isoxazolilo, 5-isoxazolilo), tiazolilos (p. €j., 2-tiazolilo, 4-tiazolilo, 5-tiazolilo), tiadiazolilos, isotiazolilos (p.
ej., 3-isotiazolilo, 4-isotiazolilo, 5-isotiazolilo), piridilos (p. €j., 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo), piridazinilos (p. ej., 3-
piridazinilo, 4-piridazinilo), pirimidinilos (p. ej., 2-pirimidinilo, 4-pirimidinilo, 5-pirimidinilo), furazanilos (p. ej., 3-
furazanilo), pirazinilos (p. €j., 2-pirazinilo), oxadiazolilos (p. €j., 1,3,4-oxadiazol-2-ilo), benzofurilos (p. €j., 2-
benzol[blfurilo, -benzo[blfurilo, 4-benzo[blfurilo, 5-benzol[b]furilo, 6-benzo[b]furilo, 7-benzo[b]furilo), benzotienilos (p.
€j., 2-benzolbltienilo, 3-benzo[b]tienilo, 4-benzo[b]tienilo, 5-benzo[bltienilo, 6-benzo[bltienilo, 7-benzo[b]tienilo),
benzoimidazolilos (p. e€j., 1-benzoimidazolilo, 2-benzoimidazolilo, 4-benzoimidazolilo, 5-benzoimidazolilo),
dibenzofurilos, benzoxazolilos, benzotiazolilos, quinoxalinilos (p. €j., 2-quinoxalinilo, 5-quinoxalinilo, 6-quinoxalinilo),
cinnolinilos (p. €j., 3-cinnolinilo, 4-cinnolinilo, 5-cinnolinilo, 6-cinnolinilo, 7-cinnolinilo, 8-cinnolinilo), quinazolinilos (p.
€j., 2-quinazolinilo, 4-quinazolinilo, 5-quinazolinilo, 6-quinazolinilo, 7-quinazolinilo, 8-quinazolinilo), quinolilos (p. €j.,
2-quinolilo, 3-quinolilo, 4-quinolilo, 5-quinolilo, 6-quinolilo, 7-quinolilo, 8-quinolilo), ftalazinilos (p. €j., 1-ftalazinilo, 5-
ftalazinilo, 6-ftalazinilo), isoquinolilos (p. €j., 1-isoquinolilo, 3-isoquinolilo, 4-isoquinolilo, 5-isoquinolilo, 6-isoquinolilo,
7-isoquinolilo, 8-isoquinolilo), purilos, pteridinilos (p. e€j., 2-pteridinilo, 4-pteridinilo, 6-pteridinilo, 7-pteridinilo),
carbazolilos, fenantridinilos, acridinilos (p. €j., 1-acridinilo, 2-acridinilo, 3-acridinilo, 4-acridinilo, 9-acridinilo), indolilos
(p-. €j., 1-indolilo, 2-indolilo, 3-indolilo, 4-indolilo, 5-indolilo, 6-indolilo, 7-indolilo), isoindolilos, fenazinilos (p. ej., 1-
fenazinilo, 2-fenazinilo), y fenotiazinilos (p. €j., 1-fenotiazinilo, 2-fenotiazinilo, 3-fenotiazinilo, 4-fenotiazinilo).

En la presente invencion, por ejemplo, el término "cicloalquilo” se refiere a grupos hidrocarburo saturado ciclico y el
numero de atomos de carbono en el cicloalquilo es, por ejemplo, de 3 a 15. Los ejemplos del cicloalquilo
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mencionado anteriormente incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, grupos
hidrocarburo ciclico unidos por puente, y grupos de espiro hidrocarburo. Entre ellos, son preferibles los grupos
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, grupos hidrocarburo ciclico unidos por puente, y similares.

En la presente invencion, los ejemplos de los "grupos hidrocarburo ciclico unidos por puente" incluyen
biciclo[2.1.0]pentilo,  biciclo[2.2.1]heptilo,  biciclo[2.2.2]octilo, 'y  biciclo[3.2.1]octilo, triciclo[2.2.1.0]heptilo,
biciclo[3.3.1]nonano, 1-adamantilo y 2-adamantilo.

En la presente invencion, los ejemplos de los "grupos espiro hidrocarburo" incluyen espiro[3,4]octilo.

En la presente invencién, el término "cicloalquenilo” incluye, por ejemplo, grupos hidrocarburo alifatico ciclico
insaturado y el numero de atomos de carbono en el cicloalquenilo es, por ejemplo, de 3 a 7. Los ejemplos del grupo
mencionado anteriormente incluyen ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo, y cicloheptenilo. Entre
ellos, son preferibles ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo, y similares. El término "cicloalquenilo”
mencionado anteriormente también incluye, por ejemplo, grupos hidrocarburo ciclico unidos por puente y grupos
espiro hidrocarburo que tienen un enlace insaturado en sus anillos.

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

En la presente invencion, el "alcoxi" incluye, por ejemplo, grupos formados por cualquiera de los alquilos
mencionados anteriormente y oxigeno (alquil-O-grupos) y los ejemplos de los mismos incluyen metoxi, etoxi, n-
propoxi, isopropoxi, y n-butoxi. Los ejemplos del "alcoxialquilo” incluyen metoximetilo. Los ejemplos del
"aminoalquilo” incluyen 2-aminoetilo.

En la presente invencion, los ejemplos del "heterociclilo” incluyen 1-pirrolinilo, 2-pirrolinilo, 3-pirrolinilo, 1-pirrolidinilo,
2-pirrolidinilo, 3-pirrolidinilo, pirrolidinona, 1-imidazolinilo, 2-imidazolinilo, 4-imidazolinilo, 1-imidazolidinilo, 2-
imidazolidinilo, 4-imidazolidinilo, imidazolidinona, 1-pirazolinilo, 3-pirazolinilo, 4-pirazolinilo, 1-pirazolidinilo, 3-
pirazolidinilo, 4-pirazolidinilo, piperidinona, piperidino, 2-piperidinilo, 3-piperidinilo, 4-piperidinilo, 1-piperazinilo, 2-
piperazinilo, piperazinona, 2-morfolinilo, 3-morfolinilo, morfolino, tetrahidropiranilo, y tetrahidrofuranoilo.

En la presente invencion, los ejemplos del "heterociclilalquilo” incluyen piperidinilmetilo y piperazinilmetilo. Los
ejemplos del "heterociclilalquenilo” incluyen 2-piperidiniletenilo. Los ejemplos del "heteroarilalquilo” incluyen
piridilmetilo y quinolin-3-ilmetilo.

En la presente invencion, el término "sililo” incluyen grupos representados con la férmula RsSi-, en la que R
independientemente se puede seleccionar de los alquilos, arilos, y cicloalquilos. mencionados anteriormente. Los
ejemplos del sililo incluyen un grupo trimetilsililo y un grupo terc-butildimetilsililo. Los ejemplos del "sililoxi" incluyen
un grupo trimetilsililoxi. Los ejemplos del "sililoxialquilo” incluyen trimetilsililoximetilo.

En la presente invencion, los ejemplos del "alquileno” incluyen metileno, etileno, y propileno.

En la presente invencion, los diversos grupos descritos anteriormente pueden estar sustituidos. Los ejemplos del
sustituyente mencionado anteriormente incluyen hidroxi, carboxi, sulfo, halégeno, haluro de alquilo (haloalquilo, p.
ej., CF3, CH,CF3, CH2CCIls3), nitro, nitroso, ciano, alquilo (p. €j., metilo, etilo, isopropilo, terc-butilo), alquenilo (p. €j.,
vinilo), alquinilo (p. €j., etinilo), cicloalquilo (p. €j., ciclopropilo, adamantilo), cicloalquilalquilo (p. €j., ciclohexilmetilo,
adamantilmetilo), cicloalquenilo (p. €j., ciclopropenilo), ciclilalquilo, hidroxialquilo (p. €j., hidroximetilo, hidroxietilo),
alcoxialquilo (p. €j., metoximetilo, etoximetilo, etoxietilo), arilo (p. €j., fenilo, naftilo), arilalquilo (p. €j., bencilo, fenetilo),
alquilarilo (p. €j., p-metilfenilo), heteroarilo (p. €j., piridilo, furilo), heteroarilalquilo (p. €j., piridiimetilo), heterociclilo (p.
ej., piperidilo), heterociclilalquenilo, heterociclilalquilo (p. ej., morfolilmetilo), alcoxi (p. ej., metoxi, etoxi, propoxi,
butoxi), alcoxi halogenado (p. €j., OCF3), alqueniloxi (p. €j., viniloxi, aliloxi), ariloxi (p. €j., feniloxi), alquiloxicarbonilo
(p- €j., metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, terc-butoxicarbonilo), arilalquiloxi (p. €j., benciloxi), amino [alquilamino (p. €j.,
metilamino, etilamino, dimetilamino), acilamino (p. €j., acetilamino, benzoilamino), arilalquilamino (p. €j., bencilamino,
tritilamino), hidroxiamino], aminoalquilo (p. €j., aminometilo), alquilaminoalquilo (p. €j., dietilaminometilo), carbamoilo,
sulfamoilo, oxo, sililo, sililoxialquilo y similares.

2. Resto de nucleétido

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

El resto de nucleétido mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un resto de nucleétido sin modificar o un
resto de nucleétido modificado. Los componentes mencionados anteriormente del resto de nucleétido sin modificar
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mencionado anteriormente son los mismos o sustancialmente los mismos que, por ejemplo, los componentes de un
resto de nucledtido de origen natural. Preferiblemente, los componentes son los mismos o sustancialmente los
mismos que los componentes de un resto de nucledétido que se produce de forma natural en un cuerpo humano.

El resto de nucledtido modificado mencionado anteriormente es, por ejemplo, un resto de nucleétido obtenido por
modificacion del resto de nucleétido sin modificar mencionado anteriormente. Por ejemplo, el resto de nucleétido
mencionado anteriormente puede ser de un modo tal que se modifica cualquiera de los componentes del resto de
nucledtido sin modificar mencionado anteriormente. En la presente invencién, "modificacion" se refiere a, por
ejemplo, sustitucion, adicién, y/o delecion de cualquiera de los componentes mencionados anteriormente; y
sustitucion, adicion, y/o delecion de un atomo(s) y/o un grupo(s) funcional en el componente(s) mencionado
anteriormente. También se puede denominar "alteracion". Los ejemplos del resto de nucleétido mencionado
anteriormente incluyen restos de nucleétido de origen natural y restos de nucleétido modificados de forma artificial.
Con respecto a los restos de nucleétido modificados obtenidos de forma natural mencionados anteriormente, por
ejemplo, se puede hacer referencia a Limbach et al. (Limbach et al., 1994, Summary: the modified nucleosides of
RNA, Nucleic Acids Res. 22: pp. 2183 a 2196). El resto de nucleétido modificado mencionado anteriormente puede
ser, por ejemplo, un resto de una alternativa del resto de nucleétido mencionado anteriormente.

Los ejemplos de la modificacion del resto de nucledtido mencionado anteriormente incluyen modificacion de una
estructura principal de fosfato de ribosa (en lo sucesivo en la presente memoria denominada "estructura principal de
ribofosfato").

En la estructura principal de ribofosfato mencionada anteriormente, por ejemplo, un resto de ribosa se puede
modificar. En el resto de ribosa mencionado anteriormente, por ejemplo, el carbono en la posicién 2' se puede
modificar. De forma especifica, un grupo hidroxilo unido, por ejemplo, al carbono en la posicion 2’ se puede sustituir
con hidrégeno o flior. Mediante la sustitucién del grupo hidroxilo unido al carbono en la posicién 2' mencionado
anteriormente con hidrogeno, es posible sustituir el resto de ribosa con resto de desoxirribosa. El resto de ribosa
mencionado anteriormente se fue sustituir con su estereoisémero, por ejemplo, y se puede sustituir, por ejemplo, con
un resto de arabinosa.

La estructura principal de ribofosfato mencionada anteriormente se puede sustituir, por ejemplo, con una estructura
principal distinta de ribofosfato que tenga un resto sin ribosa y/o un grupo sin fosfato. La estructura principal que no
es ribofosfato mencionada anteriormente puede ser, por ejemplo, la estructura principal de ribofosfato mencionada
anteriormente modificada para qué quede sin carga. Los ejemplos de una alternativa obtenida por sustitucion de la
estructura principal de ribofosfato con la estructura principal distinta de ribofosfato mencionada anteriormente en el
resto de nucleétido mencionado anteriormente incluyen morfolino, ciclobutilo, y pirrolidina. Otros ejemplos de la
alternativa mencionada anteriormente incluyen restos de mondmeros de acido nucleico artificiales. Los ejemplos
especificos de los mismos incluyen PNA (Acido Nucleico Peptidico, LNA (Acido Nucleico Bloqueado), y ENA (Acidos
Nucleicos unidos por puente de 2'-0,4'-C-Etileno). Entre ellos, es preferible el PNA.

En la estructura principal de ribofosfato mencionada anteriormente, por ejemplo, un grupo fosfato se puede modificar
modified. En la estructura principal de ribofosfato mencionada anteriormente, un grupo fosfato en la proximidad mas
cercana al resto de azlcar se denomina "grupo a-fosfato". El grupo a-fosfato mencionado anteriormente presenta
carga negativa, y las cargas eléctricas se distribuyen Unicamente con respecto a dos atomos de oxigeno que no
estan unidos al resto de azlcar. Entre los cuatro atomos de oxigeno en el grupo a-fosfato mencionado
anteriormente, los dos atomos de oxigeno no unidos al resto de azucar en el enlace fosfodiéster entre los restos de
nucledtido se denominan en lo sucesivo en la presente memoria "oxigenos no enlazantes". Por otro lado, dos
atomos de oxigeno que se unen al resto de azicar en el enlace fosfodiéster de los restos de nucledtido
mencionados anteriormente en lo sucesivo en la presente memoria se denominan "oxigenos enlazantes". Por
ejemplo, el grupo a-fosfato mencionado anteriormente se modifica preferiblemente para que no tenga carga, o para
que haga que la distribucion de cargas entre los atomos no enlazantes mencionados anteriormente sea asimétrica.

En el grupo fosfato mencionado anteriormente, por ejemplo, el oxigeno(s) no enlazante mencionado anteriormente
puede estar sustituido. El oxigeno(s) mencionado anteriormente puede estar sustituido con, por ejemplo, cualquier
atomo seleccionado de S (azufre), Se (selenio), B (boro), C (carbono), H (hidrogeno), N (nitrogeno), y OR (R es, por
ejemplo, un grupo alquilo o un grupo arilo) y es preferible la sustitucién con S. es preferible que ambos oxigenos no
enlazantes mencionados anteriormente estén sustituidos, por ejemplo, y es mas preferible que ambos oxigenos no
enlazantes estén sustituidos con S. Los ejemplos del grupo fosfato modificado mencionado anteriormente incluyen
fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de boranofosfato, hidrogenofosfonatos,
fosforamidatos, alquilo o fosfonatos de arilo, y fosfotriésteres. En particular, es preferible que el fosforoditioato en el
que ambos oxigenos no enlazantes mencionados anteriormente estan sustituidos con S.

En el grupo fosfato mencionado anteriormente, por ejemplo, el oxigeno(s) enlazante mencionado anteriormente
puede estar sustituido. El oxigeno(s) mencionado anteriormente puede estar sustituido con, por ejemplo, cualquier
atomo seleccionado de S (azufre), C (carbono), y N (nitrégeno). Los ejemplos del grupo fosfato modificado
mencionado anteriormente incluyen: fosforoamidatos unidos por puente que resultan de la sustitucion con N;
fosforotioatos unidos por puente que resultan de la sustitucion con S; y metilenfosfonatos unidos por puente que
resultan de la sustitucion con C. Preferiblemente, la sustitucion del oxigeno(s) enlazantes mencionado anteriormente
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se realiza, por ejemplo, en al menos uno del resto de nucleétido en extremo en la posicion 5' y el resto de nucleétido
en el extremo en la posicién 3' de la molécula de ssPN de la presente invencion. Cuando la sustitucion se realiza en
extremo en la posiciéon 5', es preferible la sustituciéon con C. Cuando la sustitucion se realiza en el extremo en la
posicion 3', es preferible la sustitucion con N.

El grupo fosfato mencionado anteriormente puede estar sustituido con, por ejemplo, el conector sin fosfato
mencionado anteriormente. El conector mencionado anteriormente puede contener siloxano, carbonato,
carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, conector de o6xido de etileno, sulfonato, sulfonamida, tioformacetal,
formacetal, oxima, metilenimino, metilenmetilimino, metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo, metilenoximetilimino, o
similares. Preferiblemente, el conector puede contener un grupo metilencarbonilamino y un grupo metilenmetilimino.

En la molécula de ssPN de la presente invencion, por ejemplo, al menos uno de un resto de nucleétido en el extremo
en la posicion 3' y un resto de nucleétido en el extremo en la posicion 5' se puede modificar. Por ejemplo, el resto de
nucleétido en uno cualquiera del extremo en la posicion 3'y el extremo en la posicion 5' se puede modificar, o los
restos de nucledtido tanto en el extremo en la posiciéon 3' como en el extremo en la posicién 5' se pueden modificar.
La modificacion mencionada anteriormente puede ser, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente, y es
preferible modificar un grupo(s) fosfato en el extremo(s). Por ejemplo, todo el grupo fosfato mencionado
anteriormente se puede de modificar, o uno o mas atomos en el grupo fosfato mencionado anteriormente se pueden
modificar. En el caso anterior, por ejemplo, todo el grupo fosfato se puede sustituir o someter a delecion.

La modificacion del resto(s) de nucledtido mencionado anteriormente en el extremo(s) puede ser, por ejemplo,
adicién de cualquier otra molécula. Los ejemplos de la otra molécula mencionada anteriormente incluyen moléculas
funcionales tales como sustancias de etiquetado como se ha descrito anteriormente y grupos protectores. Los
ejemplos de los grupos protectores mencionados anteriormente incluyen S (azufre), Si (silicio), B (boro), y grupos
que contienen éster. Las moléculas funcionales tales como las sustancias de etiquetado mencionadas anteriormente
se pueden usar, por ejemplo, en la deteccion y similares de la molécula de ssPN de la presente invencion.

La otra molécula mencionada anteriormente se puede afadir, por ejemplo, al grupo fosfato del resto de nucleétido
mencionado anteriormente o se puede afiadir al grupo fosfato mencionado anteriormente o el resto de azucar
mencionado anteriormente a través de un espaciador. Por ejemplo, el atomo terminal del espaciador mencionado
anteriormente se puede afiadir o sustituir para uno cualquiera de los oxigenos enlazantes mencionados
anteriormente del grupo fosfato mencionado anteriormente, un O, N, S, o C del resto de azucar. Sitio de union en el
resto de azucar mencionado anteriormente es preferiblemente es, por ejemplo, C en el extremo en la posicion 3', C
en el extremo en la posicion 5, o cualquier atomo unido a esto. Por ejemplo, el espaciador mencionado
anteriormente también se puede afiadir o sustituir para un atomo terminal de la alternativa de nucleétido mencionada
anteriormente tal como PNA.

El espaciador mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y los ejemplos del mismo incluyen -(CHz)n-, -
(CH2)nN-, -(CH2),O-, -(CH2),S-, O(CH2CH,0) nCH,CH,OH, azucares abasicos, amida, carboxi, amina, oxiamina,
oxiimina, tioéter, disulfuro, tiourea, sulfonamida, y morfolino, y también reactivos de biotina y reactivos de
fluoresceina. En las férmulas mencionadas anteriormente, n es un nimero entero positivo y es preferible n = 3 0 6.

Otros ejemplos de la molécula mencionada anteriormente a afiadir en el extremo incluyen colorantes, agentes de
intercalado (p. €j., acridinas), agentes de reticulacion (p. €j., psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina,
safirina), hidrocarburos aromaticos policiclicos (p. €j., fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (p. €j.,
EDTA), vehiculos lipdfilos (p. ej., colesterol, acido cdlico, acido adamantano acético, acido 1-pirenobutirico,
dihidrotestosterona, 1,3-Bis-O(hexadecil)glicerol, un grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-
propanodiol, un grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocdlico, acido O3-(oleoil)cdlico,
dimetoxitritilo, o fenoxatiino), complejos peptidicos (p. ej., péptido Antennapedia, péptido Tat), agentes de
alquilacién, fosfato, amino, mercapto, PEG (p. €j., PEG-40K), MPEG, [MPEG];, poliamino, alquilo, alquilo sustituido,
marcadores radioetiquetados, enzimas, haptenos (p. e€j., biotina), facilitadores del transporte/absorcion (p. ej.,
aspirina, vitamina E, acido fdélico), y ribonucleasas sintéticas (p. €j., imidazol, bisimidazol, histamina, grupos de
imidazol, complejos de acridina-imidazol, complejos de Eu® de tetraazamacrociclos).

En la molécula de ssPN de la presente invencién, por ejemplo, el extremo en la posicion 5 mencionado
anteriormente se puede modificar con un grupo fosfato o un analogo de grupo fosfato. Los ejemplos de la
fosforilacion mencionada anteriormente incluyen:

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

5'-difosfato ((HO). (O) P-O-P (HO) (O)-O-5');

5'-trifosfato ((HO)2 (O) P-O- (HO) (O) P-O-P (HO) (O)-0-5');
proteccion de 5'-guanosina (7-metilada o no metilada, 7m-G-O-5'-

(HO) (O) P-O- (HO) (O) P-O-P (HO) (O) -0-5');
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proteccion de 5'-adenosina (Appp);

cualquier estructura de proteccion de nucledtido modificada o sin modificar (N-O-5'-
(HO) (O) P-O- (HO) (O) P-O-P (HO) (O) -O-5";

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

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

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

monofosfato sustituido con azufre, difosfato, y

trifosfatos (p. ej., 5'-o-tiotrifosfato, 5'-y-

tiotrifosfato, y similares);

5'-fosforamidatos ((HO). (O) P-NH-5', (HO) (NH) (O) P-O-5");
5'-alquilfosfonatos (p. €j., RP (OH) (O) -O-5', (OH), (O) P-5'-CHa,

en el que R es alquilo (p. ej., metilo, etilo, isopropilo, propilo, o similares)); y

5'-alquiléterfosfonatos (p. ej., RP(OH) (O)-O-5', en el que R es alquiléter (p. ej., metoximetilo, etoximetilo, o
similares)).

En el resto de nucleétido mencionado anteriormente, la base mencionada anteriormente no esta limitada en
particular. La base mencionada anteriormente puede ser, por ejemplo, una base natural o una base no natural. La
base mencionada anteriormente puede ser, por ejemplo, una base de origen natural o una base sintética. Como la
base mencionada anteriormente se puede usar, por ejemplo, una base comun, un analogo modificado de la misma,
y similares.

Los ejemplos de la base mencionada anteriormente incluyen: bases de purina tales como adenina y guanina; y
bases de pirimidina tales como citosina, uracilo, y timina. Otros ejemplos de la base mencionada anteriormente
incluyen inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina, isoguanisina, y tubercidina. Los ejemplos de la base
mencionada anteriormente también incluyen: 2-aminoadenina, derivados de alquilo tales como purina 6-metilada;
derivados de alquilo tales como purina 2-propilada; 5-halouracilo y $5-halocitosina; 5-propiniluracilo y 5-
propinilcitosina; 6-azouracilo, 6-azocitosina, y 6-azotimina; 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-halouracilo, 5-(2-
aminopropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo; purinas 8-halogenadas, aminadas, tioladas, tioalquiladas, hidroxiladas, y otras
purinas 8-sustituidas; pirimidinas 5-trifluorometiladas y pirimidinas 5-sustituidas; 7-metilguanina; pirimidinas 5-
sustituidas; 6-azapirimidinas; N-2, N-6, y purinas sustituidas en O-6 (incluyendo 2-aminopropiladenina); 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina; dihidrouracilo; 3-desaza-5-azacitosina; 2-aminopurina; 5-alquiluracilo; 7-
alquilguanina; 5-alquilcitosina; 7-desazaadenina; N6,N6-dimetiladenina; 2,6-diaminopurina; 5-amino-alil-uracilo; N3-
metiluracilo; 1,2,4-triazoles sustituidos; 2-piridinona; 5-nitroindol; 3-nitropirrol; 5-metoxiuracilo; acido uracil-5-
oxiacético; 5-metoxicarbonilmetiluracilo; 5-metil-2-tiouracilo; 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracilo; 5-metilaminometil-2-
tiouracilo; 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo; 3-metilcitosina; 5-metilcitosina; N4-acetilcitosina; 2-tiocitosina; N6-
metiladenina; N6-isopentiladenina; 2-metiltio-N6-isopenteniladenina; N-metilguanina; y bases O-alquiladas. Los
ejemplos de las purinas y pirimidinas incluyen los que se describen en el documento de Patente de Estados Unidos
N.° 3.687.808, "Concise Encyclopedia of Polymer Science and Engineering”, pp. 858 a 859, editado por Kroschwitz
J. |, John Wiley & Sons, 1990, y Englisch et al., Angewandte Chemie, Edicion Internacional, 1991, vol. 30, p. 613.

Otros ejemplos del resto de nucledtido mencionado anteriormente incluyen los que no tienen base, es decir, los que
tienen una estructura principal de ribofosfato abasico. Ademas, como resto de nucleétido mencionado anteriormente,
por ejemplo, se pueden usar los que se describen en la Solicitud Provisional de Estados Unidos N.° 60/465.665
(fecha de presentacion: 25 de abril de 2003) y en la Solicitud Internacional N.° PCT/US04/07070 (fecha de
presentacion: 8 de marzo de 2004).

3. Método de sintesis de la molécula de ssPN de la presente invencion

El método para sintetizar la molécula de ssPN de la presente invencion no esta limitado en particular, y se puede
usar un método conocido de forma convencional. Los ejemplos del método de sintesis mencionado anteriormente
incluyen métodos de sintesis segun procedimientos de ingenieria genética y métodos de sintesis quimica. Los
ejemplos de procedimientos de ingenieria genética incluyen: métodos de sintesis que usando transcripcion in vitro;
métodos que usan un vector; métodos realizados usando un casete de PCR vy similares. El mencionado vector
anteriormente no esta limitado en particular, y los ejemplos del mismo incluyen vectores no virales tales como
plasmido, y vectores virales, que no se limitan a esto. Los métodos de sintesis quimica mencionados anteriormente
no estan limitados en particular, y los ejemplos de los mismos incluyen un método de fosforamidita y un método de
H-fosfonato. Los métodos de sintesis quimica mencionados anteriormente se pueden realizar, por ejemplo, usando
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un sintetizador de acidos nucleicos automatizado disponible en el mercado. En los métodos de sintesis quimica
mencionados anteriormente, por lo general se usa una amidita. La mencionada amidita anteriormente no esta
limitada en particular. Los ejemplos de amiditas disponibles en el mercado incluyen Fosforamiditas de ARN (2'-O-
TBDMSi, nombre comercial, Samchully Pharm. Co., Ltd.), amidita de ACE, amidita de TOM, amidita de CEE, amidita
de CEM, y amidita de TEM. En la sintesis de la molécula de ssPN de la presente invencion, es preferible usar, por
ejemplo, el monémero de la presente invencion que se describird a continuacion para la sintesis de la region
conectora(s) representada con la formula mencionada anteriormente (l).

4. Composicion

La composicién inhibidora de la expresion segun la presente invencion es, como se ha descrito anteriormente, una
composicion para inhibir la expresion de un gen diana, que contiene la molécula de ssPN de la presente invencion
mencionada anteriormente. La composicion de la presente invencién se caracteriza por que contiene la molécula de
ssPN de la presente invencion mencionada anteriormente, y otras configuraciones no estan limitadas en modo
alguno. La composicién inhibidora de la expresion de la presente invencion también se puede denominar, por
ejemplo, reactivo inhibidor de la expresion.

Segun la presente invencion, por ejemplo, mediante la administracion a un sujeto en el que esta presente el gen
diana mencionado anteriormente, es posible inhibir la expresion del gen diana mencionado anteriormente.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, la composicion farmacéutica segun la presente invencion contiene la
molécula de ssPN de la presente invencion mencionada anteriormente. La composicion de la presente invencion se
caracteriza por que contiene la molécula de ssPN de la presente invencién mencionada anteriormente, y otras
configuraciones no estan limitadas en modo alguno. La composicién farmacéutica de la presente invencion también
se puede denominar, por ejemplo, producto farmacéutico.

Segun la presente invencion, por ejemplo, la administracion un paciente con una enfermedad causada por un gen
puede inhibir la expresion del gen mencionado anteriormente, tratando de ese modo la enfermedad mencionada
anteriormente. En la presente invencion, el término "tratamiento" incluye, como se ha mencionado anteriormente,
prevencion de las enfermedades mencionadas anteriormente; mejora de las enfermedades ases; y mejora de los
prondsticos, por ejemplo, y puede hacer referencia a cualquiera de ellos.

En la presente invencion, una enfermedad a tratar no esta limitada en particular, y los ejemplos de la misma incluyen
enfermedades causadas por la expresion de genes. Dependiendo del tipo de enfermedad mencionada
anteriormente, un gen que causa la enfermedad se puede establecer como el gen diana mencionado anteriormente,
y ademas, dependiendo del gen diana mencionado anteriormente, la secuencia inhibidora de la expresion
mencionada anteriormente se puede establecer con apropiada.

Un ejemplo especifico es el que sigue a continuacion. Estableciendo el gen TGF-B1 mencionado anteriormente
como el gen diana mencionado anteriormente e incorporando una secuencia inhibidora de la expresion para el gen
mencionado anteriormente en la molécula de ssPN mencionada anteriormente, la molécula de ssPN se puede usar
para tratamiento de, por ejemplo, enfermedades inflamatorias, de forma especifica, lesiobn pulmonar aguda y
similares.

El método de uso de la composicion inhibidora de la expresion y la composicion farmacéutica segun la presente
invencion (en lo sucesivo en la presente memoria, ambas composiciones se denomina simplemente
"composiciones") no estan limitados en particular, y los ejemplos de los mismos incluyen la administraciéon de la
molécula de ssPN mencionada anteriormente a un sujeto que tiene el gen diana mencionado anteriormente.

Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente al que se le administra la molécula de ssPN de la presente
invencion incluyen células, tejidos, 6rganos y similares. Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente también
incluyen seres humanos, animales no humanos y similares tales como mamiferos no humanos, es decir, mamiferos
excluyendo los seres humanos. La administraciéon mencionada anteriormente se puede realizar, por ejemplo, in vivo
o in vitro. Las células mencionadas anteriormente no estan limitadas en particular, y los ejemplos de las mismas
incluyen: diversas células cultivadas tales como células Hela, células 293, células NIH3T3, y células COS; células
madre tales como un células ES y células madre hematopoyéticas; y células aisladas de organismos vivos, tales
como células cultivadas primarias.

El método de administracion mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y se puede determinar, por
ejemplo, segun sea apropiado dependiendo del sujeto. Cuando el sujeto mencionado anteriormente es una célula
cultivada, el método de administracién puede ser, por ejemplo, un método que usa un reactivo de transfeccion, un
método de electroporacion o similares. Cuando la administracion mencionada anteriormente se realiza in vivo, la
administracion puede ser, por ejemplo, cualquier administracion oral o administracion parenteral. Los ejemplos de la
administracion parenteral mencionada anteriormente incluyen inyeccién, administracion subcutanea y administracion
local.

Por ejemplo, cada una de las composiciones de la presente invencion puede contener solamente la molécula de
ssPN de la presente invencion o puede contener adicionalmente un aditivo(s) ademas de la molécula de ssPN. El
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aditivo mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y que es preferiblemente, por ejemplo, un aditivo
farmacéuticamente aceptable. El tipo de aditivo mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y se puede
seleccionar segun sea apropiado dependiendo, por ejemplo, del tipo de sujeto.

En la composiciéon de la presente invencion, por ejemplo, la molécula de ssPN mencionada anteriormente puede
formar un complejo con el aditivo mencionado anteriormente. El aditivo mencionado anteriormente también se puede
denominar, por ejemplo, agente formador de complejos. EI mencionado complejo anteriormente permite que, por
ejemplo, la molécula de ssPN mencionada anteriormente se administre de forma eficaz. El enlace entre la molécula
de ssPN mencionada anteriormente y el agente formador de complejos mencionado anteriormente no esta limitado
en particular, y los ejemplos del mismo incluyen en las que no covalente y similares. El complejo mencionado
anteriormente puede ser, por ejemplo, un complejo de inclusion y similares.

El agente formador de complejos mencionado anteriormente no esta limitado en particular, y los ejemplos del mismo
incluyen polimeros, ciclodextrinas, y adamantina. Los ejemplos de las ciclodextrinas mencionadas anteriormente
incluyen copolimeros de ciclodextrina lineal y copolimeros de ciclodextrina oxidada lineal.

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

Por ejemplo, el vehiculo mencionado anteriormente es preferiblemente un polimero, mas preferiblemente un
biopolimero. Preferiblemente, el vehiculo mencionado anteriormente es, por ejemplo, biodegradable. Los ejemplos
del vehiculo mencionado anteriormente incluyen: proteinas tales como albumina de suero humano (HSA),
lipoproteina de baja densidad (LDL), y globulina; carbohidratos tales como, por ejemplo, dextrano, pululano, quitina,
quitosano, inulina, ciclodextrina, y acido hialurénico; y lipidos. Como el vehiculo mencionado anteriormente, por
ejemplo, también se puede usar un polimero sintético tal como un poliaminoacido sintético. Los ejemplos del
poliaminoacido mencionado anteriormente incluyen polilisina (PLL), acido poli-L-aspartico, acido poli-L-glutamico,
copolimero de estireno-anhidrido maleico, copolimero de poli(L-lactida-co-glicélido), copolimero de divinil éter-
anhidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), alcohol polivinilico
(PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimero de N-isopropilacrilamida, y polifosfazina.

Los ejemplos de la sustancia de unidon mencionada anteriormente incluyen hormona estimulante tiroidea, hormona
estimulante de melanocitos, lectina, glicoproteinas, proteina A tensioactiva, carbohidrato de mucina, lactosa
polivalente, galactosa polivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-gulucosamina, manosa polivalente, fucosa
polivalente, poliaminoacido glicosilado, galactosa polivalente, transferrina, bisfosfonato, acido poliglutamico, acido
poliaspartico, lipidos, colesterol, esteroides, acidos biliares, folato, vitamina B12, biotina, Neproxin, péptido de RGD,
y mimético de péptido de RDG.

Los ejemplos del agente fusogénico y del agente de condensacion mencionados anteriormente incluyen cadenas de
poliamino tales como polietilenimina (PEI). Por ejemplo, la PEI puede ser lineal o ramificada, y también puede ser
sintética o de origen natural. La PEI mencionada anteriormente puede estar, por ejemplo, incluida con un alquilo o un
lipido. Como agente fusogénico mencionado anteriormente, también es posible usar, por ejemplo, polihistidina,
poliimidazol, polipiridina, polipropilenoimina, melitina, una sustancia poliacetal (p. €j., poliacetal catiénico o similares),
o similares. El agente fusogénico mencionado anteriormente puede tener, por ejemplo, una estructura de hélice a. El
agente fusogénico mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un agente de alteracion de la membrana tal
como melitina.

Como las composiciones segun la presente invencion, por ejemplo, las descripciones con respecto a la formacion
del complejo mencionado anteriormente y similares se describen en el documento de Patente de Estados Unidos
N.° 6.509.323, Publicacion de Patente de Estados Unidos N.° 2003/0008818, documento PCT/US04/07070.

Otros ejemplos del aditivo mencionado anteriormente incluyen moléculas anfifilicas y similares. La molécula anfifilica
mencionada anteriormente es, por ejemplo, una molécula que tiene una region hidréfoba y una region hidrdéfila. La
molécula mencionada anteriormente es, por ejemplo, preferiblemente un polimero. El polimero mencionado
anteriormente puede tener, por ejemplo, una estructura secundaria, preferiblemente una estructura secundaria de
repeticion. De forma especifica, por ejemplo, es preferible un polipéptido, y son mas preferibles polipéptido de hélice
a 'y similares.

El polimero anfifilico mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un polimero que tenga dos o mas
subunidades anfifilicas. Los ejemplos de la subunidad mencionada anteriormente incluyen subunidades con una
estructura ciclica que tengan al menos un grupo hidréfilo y un grupo hidréfobo, y similares. La subunidad
mencionada anteriormente puede contener, por ejemplo, esteroide tal como acido cdlico, una estructura aromatica, y
similares. El polimero mencionado anteriormente puede contener, por ejemplo, tanto una subunidad de estructura
ciclica, tal como una subunidad aromatica, como un aminodacido.

5. Método de inhibicién de la expresion

El método de inhibicion de la expresion in vitro segun la presente invencion es, como se ha descrito anteriormente,
un método para inhibir la expresion de un gen diana, en el que se usa la molécula de ssPN de la presente invencion
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mencionada anteriormente. El método de inhibicién de la expresion in vitro de la presente invencién se caracteriza
por que la molécula de ssPN de la presente invencion mencionada anteriormente se usa en el mismo, y otras etapas
y condiciones no estan limitadas en modo alguno.

En el método de inhibicién de la expresion in vitro de la presente invencién, el mecanismo por el que se inhibe la
expresion genética mencionada anteriormente no esta limitado en particular, y los ejemplos del mismo incluyen
inhibicién de la expresion con ARN de interferencia, y similares. El método de inhibicién de la expresion in vitro de la
presente invencion es, por ejemplo, un método para inducir ARN de interferencia que inhibe la expresion
mencionada anteriormente de un gen diana, y también se puede denominar método para inducir la expresion que se
caracteriza por que la molécula de ssPN de la presente invencién mencionada anteriormente se usa en el mismo.

El método de inhibicion de la expresion in vitro de la presente invencion incluye, por ejemplo, la etapa de administrar
la molécula de ssPN mencionada anteriormente a un sujeto en el que esta presente el gen diana mencionado
anteriormente. Con la etapa de administracion mencionada anteriormente, por ejemplo, la molécula de ssPN
mencionada anteriormente se pone en contacto con el sujeto mencionado anteriormente al que le se administra la
molécula de ssPN. Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente al que se le administra la molécula de ssPN
de la presente invencion incluyen células, tejidos, 6rganos y similares. Los ejemplos del sujeto mencionado
anteriormente también incluyen seres humanos, animales no humanos y similares tales como mamiferos no
humanos, es decir, mamiferos excluyendo los seres humanos. La administracion mencionada anteriormente se
puede realizar in vitro.

En el método de inhibicion de la expresion in vitro de la presente invencion, por ejemplo, la molécula de ssPN
mencionada anteriormente se puede administrar sola, o se puede administrar la composicion de la presente
invencidon mencionada anteriormente que contiene la molécula de ssPN mencionada anteriormente. El método de
administracion mencionado anteriormente no esta limitado en particular y, por ejemplo, se puede seleccionar segun
sea apropiado dependiendo del tipo de sujeto.

6. Método de tratamiento

Como se ha descrito anteriormente, la molécula de acido nucleico monocatenario para su uso en un método para
tratar una enfermedad segun la presente invencion incluye la etapa de administrar la molécula de ssPN de la
presente invencion mencionada anteriormente a un paciente, y la molécula de ssPN mencionada anteriormente
incluye, como secuencia inhibidora de la expresion mencionada anteriormente, una secuencia que inhibe la
expresion de un gen que causa la enfermedad mencionada anteriormente. El método de tratamiento de la presente
invencién se caracteriza por que la molécula de ssPN de la presente invencidon mencionada anteriormente se usa en
el mismo, y otras etapas y condiciones no estan limitadas en modo alguno. La descripcion con respecto al método
de inhibicion de la expresion in vitro de la presente invencion mencionado anteriormente también se aplica por
ejemplo, al método de tratamiento de la presente invencion.

7. Uso de la molécula de ssPN

El uso segun la presente invencion es el uso de la molécula de ssPN de la presente invencién mencionada
anteriormente para la inhibicién de la expresién de un gen diana mencionada anteriormente. Ademas, el uso segun
la presente invencion es el uso de la molécula de ssPN de la presente invencién mencionada anteriormente para
inducir ARN de interferencia.

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

8. Mondémero

El mondmero segun la presente descripciéon es un mondmero para sintesis de acido nucleico, que tiene la estructura
de la siguiente formula (Il). La descripcion con respecto a la molécula de ssPN mencionada anteriormente también
se aplica al monémero de la presente descripcion, a menos que se indique de otro modo.
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21 2
R \O/L\

(1 1)

Mediante el uso del mondmero de la presente descripcion, por ejemplo, en la sintesis de la molécula de ssPN
mencionada anteriormente, las regiones conectoras (Lx) y (Ly) representadas con la férmula mencionada
anteriormente (l) se pueden sintetizar facilmente. El monémero de la presente invencidon puede usar una amidita
para sintesis automatizada de acidos nucleicos, por ejemplo, y se puede aplicar a, por ejemplo, sintetizadores
automatizados generales de acidos nucleicos. Los ejemplos del método de sintesis mencionado anteriormente
incluyen un método de fosforamidita y un método de H- fosfonato.

En la formula mencionada anteriormente,

X' yX2 son cada uno independientemente Hy, O, S o NH;

Y'e Y? son cada uno independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O, 0 S;

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

L' es una cadena de alquileno que tiene n atomos de carbono, y un atomo de hidrégeno en un atomo de carbono de
alquileno que puede estar o no sustituido con OH, OR?, NH,, NHR?, NR°R®, SH, o SR?, o,

L' es una cadena de poliéter obtenida por sustitucion de al menos un atomo de carbono en la cadena de alquileno
mencionada anteriormente con un atomo de oxigeno,

con la condicién de que: cuando Y'es NH, O, 0 S, un atomo unido a Y'enL'es carbono, un atomo unido a OR" en
L" es carbono, y los atomos de oxigeno son adyacentes entre si;

L2 es una cadena de alquileno que tiene m atomos de carbono, y un atomo de hidrégeno en un atomo de carbono de
alquileno que puede estar o no sustituido con OH, ORC, NH,, NHRC, NRCRd, SH, o SRC, o)

L? es una cadena de poliéter obtenida por sustitucion de al menos un atomo de carbono en la cadena de alquileno
mencionada anteriormente con un atomo de oxigeno,

con la condicién de que: cuando Y2 es NH, O, 0 S, un atomo unido a YZen L%es carbono, un atomo unido a OR?' en
L2 es carbono, y los atomos de oxigeno son adyacentes entre si;

R?, Rb, R%y R? son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;
m es un nimero entero en el intervalo de 0 a 30;
n es un numero entero en el intervalo de 0 a 30;

A es cualquier grupo atéomico, la siguiente férmula (la) es un aminoacido que no es un péptido.

O

/A OH

H-N (Ia)

Al igual que las partes en comun entre la féormula mencionada anteriormente (ll) y la formula mencionada
anteriormente (1), las descripciones indicadas anteriormente con respecto a la féormula mencionada anteriormente (1)
también se aplican a la férmula mencionada anteriormente (1l).

De forma especifica, en la férmula mencionada anteriormente (ll), al igual que X1, X2, Y1, Y2, L1, L2, m, n, y el anillo
A, por ejemplo, se aplican todas las descripciones con respecto a los mismos indicadas anteriormente con respecto
a la férmula mencionada anteriormente (I).
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En la formula mencionada anteriormente (1l), R" y R?' son cada uno independientemente H, un grupo protector, o un
grupo protector de fosfato, como se ha descrito anteriormente.

El grupo protector mencionado anteriormente es, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente con respecto a la
férmula mencionada anteriormente (1).

De forma especifica, por ejemplo con el grupo protector se puede seleccionar del Grupo |. El Grupo | mencionado
anteriormente incluye, por ejemplo, un grupo dimetoxitritilo (DMTr), un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM,
un grupo CEE, un grupo CEM, un grupo TEM, y grupos que contienen sililo representados con las siguientes
férmulas (P1) o (P2). En particular, es preferible que el grupo protector sea el grupo DMtr o cualquiera de los grupos
que contienen sililo mencionados anteriormente.

HaC 0

\ |

HAC 0 H3c—5i—o—5i~§
N | / |
Hac—s|—0—s|—§ HaC o)
/ | I

HaC
© 0 i [ o
! 3
H3C/|\CH3
CH, (P 2)
(P 1)

El grupo protector de fosfato mencionado anteriormente se puede representar, por ejemplo, con la siguiente formula:
-P (OR®) (NR'R®)

En la formula mencmnada anteriormente, R® es un atomo de hidrégeno o cualquier sustituyente. Por ejemplo, el
sustituyente R® es preferiblemente un grupo hidrocarburo, y el grupo hidrocarburo mencmnado anteriormente puede
estar o no sustituido con un grupo aceptor de electrones. Los ejemplos del sustituyente R® incluyen halégenos,
haloalquilos, heteroarilos, hidroxialquilos, alcoxialquilos, aminoalquilos, sililos, sililoxialquilos, heterociclilalquenilos,
heterociclilalquilos, heteroarilalquilos, e hidrocarburos tales como alquilos, alquenilos, alquinilos, arilos, arilalquilos,
cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquilalquilos, y ciclilalquilos, que pueden estar sustituidos o no con un grupo
aceptor de electrones. Los ejemplos especificos del sustituyente R® incluyen un grupo B-cianoetilo, un grupo
nitrofeniletilo, y un grupo metilo.

R’ y R® son cada uno un atomo de hidrégeno o cualquier sustituyente, y pueden ser iguales o diferentes. Los
sustituyentes R’ y R son preferiblemente, por ejemplo, grupos hidrocarburo, y el grupo hidrocarburo mencionado
anteriormente puede estar o no sustituido adicionalmente con cualquier sustituyente. Los ejemplos del grupo
hidrocarburo mencionado anterlormente son los mismos que los enumerados en la descripciébn mencionada
anteriormente con respecto a R®, y el grupo hidrocarburo es preferlblemente un grupo metilo, un grupo etilo, o un
grupo isopropilo. En este caso, Ios ejemplos especificos de -NR'R® incluyen un grupo diisopropilamino, un grupo
dietilamino, y un grupo etilmetilamino. Como alternativa, los sustituyentes R’ y R® estan unidos a una forma
opcionalmente, junto con el atomo(s) de nitrégeno unidos a los mismos (es decir, -NR'R® como un conjunto), u
anillo que contiene nitrégeno (p. €j., un grupo piperidilo, un grupo morfolino, o similares).

De forma especifica, el grupo protector de fosfato mencionado anteriormente se puede seleccionar, por ejemplo, del
Grupo Il que se describe a continuacion. El Grupo |l incluye, por ejemplo, -P(OCH2CH2CN) (N(i-Pr)2) y -P(OCH3s) (N
(i-Pr)2). En las formulas mencionadas anteriormente, i-Pr indica isopropilo.

En la formula mencionada anteriormente (Il), por ejemplo, uno de R' y R? es H 0 un grupo protector, y el otro es H o
un grupo protector de fosfato. Por ejemplo, es preferible que, cuando R' es el grupo protector mencionado
anteriormente, R? sea H o el grupo protector de fosfato mencionado anterlormente De forma especifica, es
preferible que, cuando R' se selecciona del Grupo | mencionado anteriormente, R es H o se selecciona del Grupo Il
mencionado anteriormente. Ademas, es preferible que, por ejemplo, cuando R' ex el grupo protector de fosfato

34



10

15

ES 2 645996 T3

mencionado anteriormente, R sea H o el grupo protector mencionado anteriormente. De forma especifica, es
preferible que, cuando R' se selecciona del Grupo Il mencionado anteriormente, R? sea H o se selecciona del Grupo
| mencionado anteriormente.

Un monodmero para sintesis de molécula de acido nucleico de la presente invencion, tiene la estructura de la
siguiente formula (11-1) o (11-4) :

0
@) n O
R21/ N \H \R“
n H 111
O

(I 1—1)

R101

NH
O
O ) H 0
R21/ N H \Rﬂ
n H m
O

(1 1—4)

en donde R" y R?" son cada uno independientemente H, un grupo protector o un grupo protector de fosfato y en la
férmula (11-4), R0 es, independientemente de R y R21, H, un grupo protector o un grupo protector de fosfato,

en donde:
(a) enla férmula (1-1), n =11y m = 12;
(b) enlaférmula (II-1),n=5ym =4; 0
(c)enlaformula (Il-4), n=5ym =4.
En la presente memoria también se describen ejemplos de la estructura de la férmula mencionada anteriormente (ll)

que incluyen las siguientes férmulas (l-1) a (II-4). En las siguientes férmulas, n y m son los mismos que en la
férmula mencionada anteriormente (I1).

35



10

ES 2 645996 T3

0
0 H 0O
R21/ N \Rﬁ
n H m
0
(I T—1)
NH,
O O
O Fll 8]
R21/ N \‘R‘H
n H m
O
(I T—2)
O
O H 0
R21/ N \Rﬁ
n H m
0
(I 1T—3)
R101
NH
.
4 H
0 N O
RZ‘l/ N \"R‘H
n H m
0
(I'1—4)

En la formula mencionada anteriormente (11-4), R0 es, independientemente de R y R21, H, un grupo protector o un

grupo protector de fosfato. El grupo protector mencionado anteriormente y el grupo protector de fosfato mencionado
anteriormente para R'"" no estan limitados en particular y pueden ser los mismos, por ejemplo, R" y R?" un grupo
perfluoroalcanoilo tal como Tfa (grupo trifluoroacetilo) y similares, Fmoc (grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo) y
similares.

En las férmulas mencionadas anteriormente (lI-1) - (lI-4), n y m no estan limitados en particular y son como se han
descrito anteriormente. Un ejemplo especifico de las mismas es la formula mencionada anteriormente (II-1) en
donde n=11 y m=12, y la estructura de la misma se muestra con la siguiente férmula (ll-la). Otro ejemplo
especifico es la formula mencionada anteriormente (lI-1) en donde n =5y m =4, y la estructura de la misma se
muestra con la siguiente formula (ll-Ib). Ademas otro ejemplo especifico es la férmula mencionada anteriormente (II-
4) endonde n =5y m =4,y la estructura de la misma se muestra con la siguiente formula (ll-4a).
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O
O
R21/ R11
(IT—1 a)
O
O H 0
R21/ N \\R‘H
5 H 4
O
(IT—1Db)
R101
|
( NH
O
o YR vo
R21/ N \RH
5 H 4
(o]
(I11—4a)

Aunqgue el método de produccion de un mondmero en la presente descripcion no esta limitado en particular, por
ejemplo, como se muestra en el siguiente esquema 1, el siguiente compuesto (Ic) se puede producir a partir del
compuesto (Ib) en donde el grupo amino del aminoacido mencionado anteriormente (la) esta protegido con un grupo
protector R*', mediante una reaccion de condensacion, (lla) se produce a partir de (Ic), e (lla) se convierte en (1l). E
S|gmente esquema 1 es un ejemplo y la presente descripcion no se limita al mismo. En las siguientes formulas
quimicas (Ib) e (Ic), el grupo protector R*' es, por ejemplo, Fmoc (grupo 9-f|uoren|Imet|IOX|carbon|Io) Z
(benC|IOX|carbon|Io) BOC (t-butoxicarbonilo) y similares. En las siguientes formulas quimicas (Ib), (Ic) e (lla), Y, Y?,
L', L% R" y R?' son como se han definido para la formula mencionada anterlormente (. EI siguiente compuesto
(IIa) es un compuesto de la formula mencionada anteriormente (I1) en donde X' es 0] Y X? es O. el oxigeno del
carbonilo en la siguiente férmula (Il) se puede convertir de manera apropiada en X' y X2 en la formula mencionada
anteriormente (II). Cuando la conversion no es necesaria, €l siguiente compuesto (lla) se puede usar directamente
como el compuesto (II).
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0 0

)—I\D 3

R AT o R A
H

(Ib) (Ie)

)l\ R”
L. Rﬁ J\ \.-f'l'; -‘N‘"‘ ""-‘

esquema 1

El monémero y el método de producciéon del mismo en la presente invenciéon se emplean a modo de ejemplo de
manera especifica adicionalmente en el siguiente esquema 2. Sin embargo, el siguiente esquema 2 es un ejemplo, y
la presente invencion no se limita al mismo. En el siguiente esquema 2, "Fmoc" es un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo, "iPr" es un grupo isopropilo, "Tr" es un grupo ftritilo o grupo trifenilmetilo, y "ODMTr" es un
grupo 4,4'-dimetoxitritiloxi. En lo sucesivo en la presente memoria son los mismos.

glicina

IPI"‘--.N

Fmoc.. . arrresrerenenerne il wj{
N DDMT
N" “cooH Nc\f“ /ﬁr " f

asparagina
iPr
i iPr—N i {Ef'
Fmac—HN=CH C—0H e ‘PJD]\%HN—EHC—N%DDMW
CH; o CHy
| 2
3 I
lfl:':} Nc———/_ .;I:=C|
Tr—NH Tr—NH
f-alanina
i|F’r o
iPr—mn
L“P"O‘MJ‘H”
HQN .................. - ¢ i
_/°
HOOG NG 0=~ 4 - oDMTr
N
esquema 2
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El monémero de la presente invencion incluye preferiblemente, por ejemplo, la sustancia de etiquetado mencionada
anteriormente. Es particularmente preferible que el monémero de la presente invencién incluya el isétopo estable
mencionado anteriormente. La sustancia de etiquetado mencionada anteriormente es como se ha descrito anteriormente.

Cuando el monémero de la presente invencion incluye un isétopo tal como el isétopo estable mencionado
anteriormente, el is6topo mencionado anteriormente se puede introducir faciimente en la molécula de ssPN de la
presente invencion mencionada anteriormente. Los mondmeros que incluyen un isé6topo descrito en la presente
memoria se pueden sintetizar por ejemplo, a partir de un material de partida de aminoacido (la) en el que se
introduce el isé6topo mencionado anteriormente. En la presente descripcién, un método para obtener el aminoacido
(la) en el que se introduce un is6topo no esta limitado en particular. Por ejemplo, se puede producir mediante un
método apropiado, o se pueden usar un producto disponible en el mercado.

Como aminoacido en el que se introduce un isotopo estable, por ejemplo, se puede producir un aminoacido en el
que se introduce un hidrégeno pesado (D) por tratamiento del aminoacido (la) con LiAlDs, como se muestra en el
siguiente esquema 3, y oxidando adicionalmente el grupo OH resultante.

Q D
LiAID,

A OH A OH

(1 a)
esquema 3

Como aminoacido en el que se introduce otro is6topo estable, por ejemplo, se puede producir un oxigeno en el que
se introduce un hidrégeno pesado (*®0) por reaccion de éster de metilo de aminoacido (la) con H2'®0 en una
condicion basica, como se muestra en la siguiente férmula.

O condicién basica 180

A OCH, H,"%0
HaN HoN

(T a)

esquemad

Ademas, el método de produccion de aminoacido (la) que incluye la produccion de nitrégeno pesado ('°N) o carbono
pesado (130) y similares no esta limitado en particular, y se puede producir con un método apropiado.

Un monémero que tiene un isétopo estable introducido en el mismo se puede sintetizar de la manera que se ha
descrito anteriormente. Usando el monémero mencionado anteriormente como amidita para sintesis, se puede
sintetizar una molécula de acido nucleico en la que se introduce un isdtopo estable en la region conectora
mencionada anteriormente.

En lo sucesivo, la presente invencion se describira con detalle por referencia a ejemplos y similares.
Ejemplos
(Ejemplo A1)

Segun el siguiente esquema 5, se sintetizo fosforamidita de dodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamido
(6). El compuesto (6) es una realizacion del monémero de la presente invencion mencionado anteriormente. "Gly" en
el siguiente esquema 5 es una estructura representada con la siguiente formula, es decir, un grupo atémico que
tiene una estructura en donde un atomo de hidrégeno del grupo amino y OH del grupo carboxi se retiraron de la
glicina. En lo sucesivo, a menos que se indique de otro modo, "Gly" muestra una estructura de la siguiente formula.
En el siguiente esquema 5, la cadena lateral de NH de Gly se une a Fmoc o carbono del carbonilo, y la cadena
lateral de carbono del carbonilo (CO) de Gly se une a OH o atomo de N.

(Gly)
-HN-CH,-CO-
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(1) 12-Trifluoroacetamidododecanol (compuesto 1)

Una solucion (100 ml) de 12-aminododecanol (4,81 g, 23,9 mmol) y trifluoroacetato de etilo (6,79 g, 47,8 mmol) en
etanol se agitdé a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccién se concentro a presion reducida
para dar 12-trifluoroacetamidododecanol (1) (6,98 g, c.) en forma de un jarabe incoloro.

(2) 12-(4,4'-Dimetoxitritiloxi)Jdodecanamina (compuesto 2)

El compuesto 1 (3,00 g, 10,08 mmol) se sec6 de forma azeotrdpica tres veces con piridina anhidra. Al residuo se
afadieron cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (4,32 g, 12,1 mmol) y piridina anhidra (50 ml) mediante azeotropia, y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. A la mezcla de reaccion obtenida se afiadié metanol
(10 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min, y el disolvente se evapor6 a aproximadamente
30 ml a presion reducida a temperatura ambiente. A partir de ese momento, se afadié diclorometano (200 ml), y la
mezcla se lavo tres veces con bicarbonato sddico acuoso saturado, y se lavé adicionalmente con solucion salina
saturada. Después de secar sobre sulfato sédico, el disolvente se evapord a presion reducida. A una solucion
(100 ml) del residuo sin purificar obtenido de este modo en metanol se afiadié hidréxido sédico (2,02 g, 50,40 mmol)
y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccién se concentré a
aproximadamente 30 ml a presién reducida, se afiadieron agua (100 ml) y diclorometano (200 ml), y la fase organica
se separd. La fase organica separada se lavo con solucion salina saturada y se seco sobre sulfato sodico. A partir de
ese momento, el agente desecante (sulfato sédico) se separd por filtracion y el disolvente se evapord a presion
reducida. El residuo resultante se sometié a cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: diclorometano-
metanol (95:5) + piridina al 0,05 %) para dar 12-(4,4'-dimetoxitritiloxi)Jdodecanamina (2) (5,19 g, c.). Los valores
analiticos instrumentales de 12-(4,4'-dimetoxitritiloxi)dodecanamina (2) se muestran a continuacion.

12-(4,4'-Dimetoxitritiloxi)Jdodecanamina (2);

RMN 'H (CDCls) : & = 7,45-7,43 (2H, m), 7,34-7,25 (6H, m), 7,21-7,20 (1H, m), 6,83-6,79 (4H, m), 3,78 (6H, s), 3,04-
3,01 (2H, t, J = 6,3 Hz), 2,70-2,67 (2H, t, J = 6,8 Hz), 1,61-1,54 (6H, m), 1,33-1,24 (14H, m).

(3) Fmoc-glicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (compuesto 3)

A una solucién (70 ml) de Fmoc-glicina (Fmoc-Gly-OH, adquirida en Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (2,00 g,
6,73 mmol), diciclohexilcarbodiimida (1,66 g, 8,07 mmol) y monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (2,31 g,
16,14 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra se afiadié una solucién (30 ml) del compuesto 2 (4,07 g, 8,07 mmol)
en N,N-dimetilformamida anhidra a temperatura ambiente en una atmdsfera de argon, y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante una noche en una atmodsfera de argon. El precipitado resultante se separd por
filtracion, y el filtrado se concentr6 a presidon reducida a 35 °C. Al residuo obtenido se le afiadié diclorometano
(200 ml), y la mezcla se lavé tres veces con bicarbonato sédico acuoso saturado. La fase organica se fracciono y se
secO sobre sulfato sédico, y el disolvente se evaporé a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: diclorometano-metanol (95:5) + piridina al 0,05 %) para dar
Fmoc-glicilglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutiidodecanamida (3) (5,88 g, c.) en forma de un jarabe incoloro.

(4) Glicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (compuesto 4)

Al compuesto 3 (5,88 g, 6,73 mmol) se le afiadieron N,N-dimetilformamida (10 ml) y piperidina (4,8 ml) a temperatura
ambiente, y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante una noche. El disolvente en la mezcla de reaccion se
evaporé a presion reducida, y el residuo obtenido se sometié a cromatografia en columna sobre gel de silice
(eluyente: diclorometano-metanol (9:1) + piridina al 0,05 %) para dar glicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (4)
(3,44 g, 91 %). Los valores analiticos instrumentales de glicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (4) se muestran a
continuacion.

Glicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (4);

RMN "H (CDCls) : & = 7,47-7,44 (2H, m), 7,33-7,26 (6H, m), 7,21-7,20 (1H, m), 6,83-6,80 (4H, m), 3,79 (6H, s), 3,34
(2H, s), 3,30-3,25 (2H, t, J = 6,6 Hz), 3,06-3,02 (2H, t, J = 6,3 Hz), 1,64-1,50 (6H, m), 1,38-1,25 (14H, m).

(5) Hidroxidodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (compuesto 5)

El compuesto 4 (3,15 g, 5,62 mmol) se secd de forma azeotrdpica tres veces con piridina anhidra, se afiadieron
acido 12-hidroxidodecanoico (3,41 g, 6,74 mmol), hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (1,29 g,
6,74 mmol), monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (2,06 g, 13,48 mmol), y diclorometano anhidro (50 ml) a
temperatura ambiente en una atmaésfera de argén, y la mezcla se agité durante 10 min. A la mezcla obtenida de este
modo se afiadié trietilamina (2,05 g, 20,22 mmol), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche en
una atmoésfera de argon. A la mezcla de reaccion obtenida de este modo se afiadid diclorometano (200 ml), y la
mezcla se lavd tres veces con bicarbonato sodico acuoso saturado, y se lavéd adicionalmente una vez con solucion
salina saturada. La fase organica se separd y se seco sobre sulfato sodico, y el disolvente se evapord a presion
reducida. El residuo obtenido se sometié a cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: diclorometano-
metanol (95:5) + piridina al 0,05 %) para dar hidroxidodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (5)
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(2,97 g, 70 %) en forma de un jarabe incoloro. Los valores analiticos instrumentales de hidroxidodecanamidoglicina-
4 4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (5) se muestran a continuacion.

Hidroxidodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamida (5);

RMN "H (CDCls) : & = 7,42-7,40 (2H, m), 7,33-7,26 (6H, m), 7,22-7,21 (1H, m), 6,83-6,80 (4H, m), 3,84 (2H, s), 3,79
(6H, s), 3,64-3,61 (2H, t, J = 6,3 Hz), 3,26-3,24 (2H, t, J = 6,1 Hz), 3,08-3,06 (2H, t, J = 5,6 Hz), 2,28-2,24 (2H, t,
J = 6,8 Hz), 1,69-1,52 (12H, m), 1,44-1,39 (2 6H, m).

(6) Fosforamidita de dodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritioxidodecanamida (compuesto 6)

El compuesto 5 (2,78 g, 3,76 mmol) se sec6 de forma azeotrdpica tres veces con piridina anhidra. A continuacion, se
afadio tetrazolida de diisopropilamonio (772 mg, 4,51 mmol), la mezcla se desaired a presion reducida se cargd con
gas argon, y se afadié acetonitrilo anhidro (3 ml). Ademas, se afiadié una solucion (3 ml) de fosforodiamidita de 2-
cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilo (1,36 g, 4,51 mmol) en acetonitrilo anhidro-diclorometano, y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 4 h en una atmoésfera de argon. A la mezcla de reaccidon obtenida se le ahadid
diclorometano (150 ml), y la mezcla se lavé dos veces con bicarbonato sédico acuoso saturado, y se lavo
adicionalmente una vez con solucion salina saturada. La fase organica se separo y se seco sobre sulfato sodico, y el
disolvente se evapord a presion reducida. El residuo se sometié a cromatografia en columna usando amino silice
(eluyente: n-hexano-acetona (7:3) + piridina al 0,05 %) para dar fosforamidita de dodecanamidoglicina-4,4'-
dimetoxitritiloxidodecanamida (6) (2,72g, 77 %, HPLC 98,5 %). Los valores analiticos instrumentales de
fosforamidita de dodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritioxidodecanamido (6) se muestran a continuacion.

Fosforamidita de dodecanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxidodecanamido (6);

RMN "H (CDCls): & = 7,41-7,49 (m, 2H), 7,26-7,30 (m, 6H), 7,17-7,19 (m, 1H), 6,80-6,83 (m, 4H), 6,46-6,62 (m, 2H),
4,07-4,29 (m, 2H), 3,89 (d, J = 5,4 Hz, 2H), 3,75-3,87 (m, 4H), 3,67 (s, 6H), 3,47-3,70 (m, 4H), 3,20-3,26 (m, 2H),
3,02 (, J = 6,4 Hz, 2H, CHy), 2,63 (t, 6,4 Hz, 2H, CHa), 1,56-1,63 (m, 6H), 1,47-1,51 (m, 2H), 1,24-1,33 (m, 26H),
1,13-1,20 (m, 12H):

RMN *'P (CDCls) : & = 146,62.
(Ejemplo B1) Sintesis de ARN en fase solida

El ARN que tiene el conector de la presente invencion (molécula de acido nucleico monocatenario de la presente
invencion) se sintetizd. El ARN se sintetizd desde el extremo en la posicion 3' hacia el extremo en la posicion 5' con
un sintetizador de acidos nucleicos (nombre comercial: Sistema de Sintesis de Acidos Nucleicos 8909 ABI Expedite
(marca comercial registrada), Applied Biosystems) basado en el método de fosforamidita. Para las sintesis
mencionadas anteriormente, como amidita de ARN se usaron Fosforamiditas de ARN (2'-O-TBDMSi, nombre
comercial, Samchully Pharm. Co., Ltd.) (en lo sucesivo en la presente memoria lo mismo). La amidita mencionada
anteriormente se desprotegié con un método convencional, y el ARN sintetizado se purificé por HPLC. En los
siguientes ejemplos, el ARN se sintetizd de la misma manera, a menos que se indique de otro modo.

Para ser especificos, un ARN monocatenario (ARNss), en donde cada una de las estructuras de las regiones
conectoras (Lx) y (Ly) se representan con la siguiente férmula quimica Lg, se sintetizé6 como el ARN (Ej) del presente
Ejemplo, usando el compuesto (6) mencionado anteriormente del esquema 5 mencionado anteriormente, el
mondmero de la presente invencion.

(Lg [estructura de Lx o Ly])
-0 (CHz) 11CO-G|y-NH (CH2)120-

En primer lugar, se sintetizé6 el ARN que la secuencia mostrada por la SEQ ID NO: 1 que sigue a continuacion. A
continuacion, el compuesto 6 mencionado anteriormente se unié al extremo en la posiciéon 5' del ARN mencionado
anteriormente. A continuacion, el ARN que tiene la secuencia mostrada por la SEQ ID NO: 2 que sigue a
continuacién se unié a través del compuesto 6 mencionado anteriormente al extremo en la posiciéon 5' del ARN
mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 1. Ademas, el compuesto 6 mencionado anteriormente se
unié al extremo en la posicién 5' del ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 2. Ademas, el
ARNss del Ejemplo se sintetizd uniendo el ARN con la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3 que sigue a
continuacion con el extremo en la posiciéon 5' del ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 2, via
el compuesto 6 mencionado anteriormente.

5" =GAAR-3' (SEQ ID NO: 1)
50 =GGECUGUUGUCADACUTCICAUGEIUC -3 (SEQ ID NO: 2Z)
5" -CAUGAGAAGUAUGRCAACAGCC-37 (3SEQ ID NO: 3)
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El ARNss del Ejemplo sintetizado como se ha mencionado anteriormente se denomina PK-0054 en lo sucesivo en la
presente memoria. EI mencionado anteriormente PK-0054 tiene una estructura en donde, como se muestra en la
SEQ ID NO: 4 que sigue a continuacion, el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID NO: 3, el ARN mencionado
anteriormente de SEQ ID NO: 2, y el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID NO: 1 estan alineados en este
orden desde el extremo en la posicion 5', el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID NO: 3 (que corresponde a
Xc) y el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID NO: 2 (que corresponde a la regién interna Z) estan unidos a
través del conector Lx (la estructura Lg mencionada anteriormente), y el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID
NO: 2 (que corresponde a la region interna Z) y el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID NO: 1 (que
corresponde a Yc) estan unidos a través del conector Ly (la estructura Lg mencionada anteriormente). Ademas,
como se muestra en la siguiente secuencia, la secuencia de ARN mencionada anteriormente de SEQ ID NO: 2 es
complementaria a la secuencia de ARN mencionada anteriormente de SEQ ID NOs: 1 y 3. Por lo tanto, el PK-0054
mencionado anteriormente funciona con autohibridaciéon para tener una estructura de tallo, como se muestra en la
férmula que sigue a continuacion. En la siguiente secuencia, la parte subrayada "GUUGUCAUACUUCUCAUGG"
(SEQ ID NO: 5) es una region implicada en la inhibicion de la expresiéon genética de GAPDH.

Ef t PEK—0054 (SEQ0 ID NO: 4)
5’ —~CAUGAGAAGUAUGACAACAGCC- L x ~GGCUGUUGLCAUACUUCUCAUGGUUC- L. v —GAA-3’
L J 1 ] L ]
T Y

Xc z Y c

Expresion de la region inhibidora de PK-0054 (SEQ ID NO: 5)
5' -GUUGUCAUACUUCUCAUGG- 3'

GAA CAUGAGAAGUAUGACAACAGCC
PK-0054 Ly Lx

CUUGGUACUCUUCAUACUGUUGUCGG

De la misma manera que con PK-0054 excepto por que se uso el ARN de la siguiente SEQ ID NO: 6 en lugar del
ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 2, y el ARN de la siguiente SEQ ID NO: 7 se us6 en
lugar del ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 3, se sintetizd otro ARNss a modo de Ejemplo.
En lo sucesivo en la presente memoria éste se denomina PK-0055.

5/ —3ZRA-37 (SEQ ID NO: 1)
5 —GECUUICACUUATCGUUGATGECUTC -
5 —CCRUCAACGAUARGUGARRGCOC -3 |

El PK-0055 mencionado anteriormente tiene una estructura en donde, como se muestra en la SEQ ID NO: 8 que
sigue a continuacion, el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 7, el ARN mencionado
anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 6, y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 1
estan alineados en este orden desde el extremo en la posicién 5', el ARN mencionado anteriormente mostrado en la
SEQ ID NO: 7 (que corresponde a Xc) y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 6 (que
corresponde a la region interna Z) estan unidos a través del conector Lx (la estructura Lg mencionada
anteriormente), y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 6 (que corresponde a la region
interna Z) y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 1 (que corresponde a Yc) estan unidos a
través del conector Ly (la estructura Lg mencionada anteriormente). Ademas, como se muestra en las secuencias
que siguen a continuacion, la secuencia de ARN mencionada anteriormente mostrada en la SEQ ID NO: 6 es
complementaria a las secuencias de ARN mencionadas anteriormente mostradas en las SEQ ID NOs: 1 y 7. Por lo
tanto, el PK-0055 mencionado anteriormente funciona con autohibridacién para tener una estructura de tallo, como
se muestra en la formula que sigue a continuacion.
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Ej : PK—0055 (SEQO ID NO: 8}
5" —CCAUCAACGAUAAGUGAAAGCC- L x —GGCUUUCACUUAUCGUUGAUGGCUUC- L v —GAA-3’
\ T ) \ , ) -
Xe Z Y o

GAA CCAUCAACGAUAAGUGAAAGCC
PK-0055 Ly Lx
CUUCGGUAGUUGCUAUUCACUUUCGG

(Ejemplo A2)

De acuerdo con el siguiente esquema 6, se sintetizd fosforamidita de butanamidoglicina-4,4'-
dimetoxitritiloxibutanamido (11). EI compuesto (11) es una realizacion del mondmero de la presente invencion
mencionado anteriormente. Ademas, el compuesto (11) corresponde a un compuesto (6) (esquema 5, Ejemplo A1)
en donde la cadena de metileno unida directamente a ambos extremos de -CO-Gly-NH- tiene un indice de carbono
diferente.
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(1) Fmoc-glicina-butanamida (compuesto 7)

A una solucién (100 ml) de Fmoc-glicina (4,00 g, 13,45 mmol), diciclohexilcarbodiimida (3,33 g, 16,15 mmol) y
monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (4,94 g, 32,29 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra se afiadié una solucién
(30 ml) de 4-aminobutanol (1,44 g, 16,15 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra, y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante una noche en una atmosfera de argon. El precipitado resultante se separd por filtracion, y el
filtrado se concentrd a presion reducida. Se afiadié diclorometano (200 ml) al residuo obtenido, y la mezcla se lavo
tres veces con bicarbonato sédico acuoso saturado, y se lavé adicionalmente con solucion salina saturada. Después
de secar sobre sulfato sddico, el disolvente se evapord a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: diclorometano-metanol (95:5)) para dar Fmoc-glicina-
butanamida (7) (4,30 g, 87 %). Los valores analiticos instrumentales de Fmoc-glicina-butanamida (7) se muestran a
continuacion.

Fmoc-glicina-butanamida (7);

RMN 'H (CDCls) : & = 7,78-7,76 (2H, d, J = 7,3 Hz), 7,65-7,63 (2H, d, J = 7,3 Hz), 7,42-7,41 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,34-
7,30 (2H, td, J = 7,6, 1,1 Hz), 4,42-4,40 (2H, d, J = 7,3 Hz), 4,25-4,22 (1H, t, J = 6,8 Hz), 3,83 (2H, s), 3,60-3,55 (2H,
m), 3,30-3,25 (2H, m), 1,61-1,55 (4H, m).

(2) Fmoc-glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (compuesto 8)

El compuesto 7 (4,20 g, 11,40 mmol) se sec6 de forma azeotrdpica tres veces con piridina anhidra. Se afadieron
cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (5,80 g, 17,10 mmol) y piridina anhidra (80 ml) al residuo mediante azeotropia, y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche. Se afiadié metanol (20 ml) a la mezcla de reaccion
obtenida y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 30 min, y el disolvente se evapor6 a presion reducida.
A partir de ese momento, se afnadid diclorometano (200 ml), y la mezcla se lavé tres veces con bicarbonato sddico
acuoso saturado, y se lavo adicionalmente con solucion salina saturada. Después de secar sobre sulfato sédico, el
disolvente se evapord a presion reducida para dar Fmoc-glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida no purificada (8)
(11,40 g).

(3) Glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (compuesto 9)

Al compuesto no purificado 8 (11,40 g, 16,99 mmol) se afiadieron N,N-dimetilformamida (45 ml) y piperidina (11,7 ml)
a temperatura ambiente, y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante una noche. El disolvente en la mezcla
de reaccién se evaporo a presion reducida, y el residuo obtenido se sometié a cromatografia en columna sobre gel
de silice (eluyente: diclorometano-metanol (9:1) + piridina al 0,05 %) para dar glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida
(9) (4,90 g, 96 %, 2 etapas). Los valores analiticos instrumentales de glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (9) se
muestran a continuacion.

Glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (9);

RMN "H (CDCls) : & = 7,44-7,42 (2H, m), 7,33-7,26 (6H, m), 7,21-7,20 (1H, m), 6,83-6,80 (4H, m), 3,79 (6H, s), 3,49
(2H, s), 3,30-3,28 (2H, t, J = 6,3 Hz), 3,09-3,06 (2H, t, J = 5,9 Hz), 1,61-1,55 (4H, m).

(4) Hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (compuesto 10)

El compuesto 9 (4,80 g, 10,70 mmol) se secd de forma azeotropica tres veces con piridina anhidra, se afiadieron
acido 6-hidroxihexanoico (1,70 g, 12,84 mmol), hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (2,46 g,
12,84 mmol), monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (3,93 g, 25,69 mmol), y diclorometano anhidro (60 ml) a
temperatura ambiente en una atmodsfera de argén, y la mezcla se agité durante 10 min. Se afiadio trietilamina
(3,90 g, 38,53 mmol) a la mezcla obtenida de este modo, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una
noche en una atmosfera de argoén.

Se afiadio diclorometano (200 ml) a la mezcla de reaccién obtenida, y la mezcla se lavo tres veces con bicarbonato
sodico acuoso saturado, y se lavo adicionalmente una vez con solucion salina saturada. La fase organica se separo
y se seco sobre sulfato sodico, y el disolvente se evapord a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: diclorometano-metanol (95:5) + piridina al 0,05 %) para dar
hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (10) (4,80 g, 80 %). Los valores analiticos instrumentales
de hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (10) se muestran a continuacion.

Hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (10);

RMN "H (CDCls) : & = 7,43-7,40 (2H, m), 7,33-7,26 (6H, m), 7,22-7,20 (1H, m), 6,83-6,80 (4H, m), 3,85 (2H, s), 3,78
(6H, s), 3,63-3,60 (2H, t, J = 6,3 Hz), 3,26-3,23 (2H, t, J =6,1 Hz), 3,07-3,05 (2H, t, J = 5,6 Hz), 2,26-2,22 (2H, t,
J =7,3Hz), 1,68-1,52 (8H, m), 1,41-1,36 (2H, m).

(5) Fosforamidita de hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamido (compuesto 11)

El compuesto 10 (4,70 g, 8,35 mmol) se secd de forma azeotrdpica tres veces con piridina anhidra. A continuacion,
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se afadio tetrazolida de diisopropilamonio (1,72 g, 10,02 mmol), la mezcla se desaired a presion reducida y se cargd
con gas argon, y se afiadio acetonitrilo anhidro (5 ml). Ademas, se afiadié una solucion (4 ml) de fosforodiamidita de
2-cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilo (3,02 g, 10,02 mmol) en una mezcla de acetonitrilo anhidro-diclorometano a
1:1, y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 4 h en una atmoésfera de argén. A la mezcla de reaccion
obtenida se le afadio diclorometano (150 ml), y la mezcla se lavé dos veces con bicarbonato sddico acuoso
saturado, y se lavé adicionalmente una vez con solucion salina saturada. La fase organica se separd y se seco sobre
sulfato saédico, y el disolvente se evapord a presion reducida. El residuo se sometié a cromatografia en columna
usando amino silice (eluyente: n-hexano-acetona (3:2)+0,1% trietilamina) para dar fosforamidita de
hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamido (11) (4,50 g, 71 %, HPLC 98,2 %). Los valores analiticos
instrumentales de fosforamidita de hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamido (11) se muestran a
continuacion.

Fosforamidita de hidroxihexanamidoglicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamido (11);

RMN "H (CDCl3) : & = 7,43-7,40 (2H, m), 7,33-7,26 (6H, m), 7,22-7,20 (1H, m), 6,83-6,80 (4H, m), 3,85-3,81 (4H, s),
3,78 (6H, s), 3,63-3,61 (2H, t, J =6,3 Hz), 3,26-3,23 (2H, t, J=6,1Hz), 3,05-2,97 (4H, m), 2,64-2,62 (2H, t,
J =6,4 Hz), 2,25-2,23 (2H, t, J = 7,3 Hz), 1,68-1,52 (8H, m), 1,40-1,38 (2H, m), 1,13-1,20 (12H, m).

RMN *'P (CDCls) : & = 146,57.

(Ejemplo A3)

De acuerdo con el siguiente esquema 7, se sintetizé el monémero (11) que es un derivado de lisina. En el siguiente
esquema 7, "Tfa" es un grupo trifluoroacetilo.
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(1) Sintesis del compuesto (13)

A una solucion (124 ml) de acido 6-hidroxihexanoico (compuesto 12) (6 g, 15,1 mmol) en piridina se afiadieron
cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (20 g, 1,3 equiv.) y dimetilaminopiridina (0,5g, 0,1 equiv.), y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 20 h. Después de la finalizacion de la reaccion, se afiadio metanol (10 ml), la mezcla
se agité durante 10 min, y el disolvente se evaporé. La mezcla de reaccion se diluyé con acetato de etilo, se lavo tres
veces con tampén TEAA (pH 8-9), y se lavd una vez con solucion salina saturada. La fase organica se seco sobre
sulfato sodico, y el disolvente se evaporé a presion reducida para dar el compuesto 13 (31 g, que contiene piridina)
en forma de una sustancia oleosa de color amarillo palido.

(2) Sintesis del compuesto (15)

A una solucion (45 ml) del compuesto 14 (2,7 g, 7,9 mmol), diciclohexilcarbodiimida (1,9 g, 1,2 equiv.), y monohidrato
de 1-hidroxibenzotriazol (2,6 g, 2,4 equiv.) en acetonitrilo se afiadié una solucién (5 ml) de 4-amino-1-butanol (0,86 g,
1,2 equiv.) en acetonitrilo, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 h. Después de la finalizacion de la
reaccion, el precipitado se recogié por filtracion, y el disolvente en el filirado se evaporé con un evaporador. Se
afiadioé diclorometano al residuo obtenido, y la mezcla se lavo tres veces con tampon de acetato (pH 4) y tres veces
con bicarbonato sédico acuoso saturado. La fase organica se seco sobre sulfato sédico, y el disolvente se evaporé a
presiéon reducida. El producto en bruto obtenido se purificdé por cromatografia en columna sobre gel de silice
(eluyente: diclorometano/metanol = 10/1) para dar el compuesto (15) (2,8 g, rendimiento de un 85 %) en forma de un
solido de color blanco. Los valores analiticos instrumentales del compuesto (15) se muestran a continuacion.

Compuesto (15);

RMN "H (400 MHz, CDCls) &: 7,07 (a, 1H), 6,72 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 4,03 (m, 1H), 3,66 (d, J = 4,9 Hz, 2H), 3,37 (dd,
J =129, 6,3 Hz, 2H), 3,29 (dd, J = 12,4, 6,3 Hz, 2H), 1,83 (s, 2H), 1,66-1,60 (m, 6H), 1,44 (s, 9H), 1,41-1,37 (m, 2H)

(3) Sintesis del compuesto (16)

El compuesto 15 (2,5 g, 6,1 mmol) se agité en una solucién de acido clorhidrico/tetrahidrofurano (4 M, 45 ml) a
temperatura ambiente durante 2 h. Después de la finalizacién de la reaccion, el disolvente se evaporé a presion
reducida. El residuo obtenido se disolvio en etanol, y se sometié a azeotropia con tolueno. El disolvente se evaporo
para dar el compuesto (16) (1,9 g) en forma de un sélido de color blanco. Los valores analiticos instrumentales del
compuesto (16) se muestran a continuacion.

Compuesto (16);

RMN 'H (400 MHz, CDsOD) &: 3,85-3,81 (m, 1H), 3,59-3,56 (m, 2H), 3,32-3,20 (m, 2H), 1,94-1,80 (m, 2H), 1,66-1,58
(m, 6H), 1,46-1,40 (m, 2H)

(4) Sintesis del compuesto (17)

A una solucién (150 ml) del compuesto 13 (que contiene piridina, 24 g, 35,5 mmol), diciclohexilcarbodiimida (8,8 g,
1,2 equiv.), y monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (7,2 g, 1,5 equiv.) se afiadio trietilamina (4,5 ml, 0,9 equiv.), se
afiadié adicionalmente una solucion (30 ml) del compuesto 16 (10 g, 0,9 equiv.) en N,N-dimetiformamida, y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 h. Después de la finalizaciéon de la reaccion, el precipitado se
recogio por filtracion, y el disolvente en el filtrado se evapord con un evaporador. Se afiadié diclorometano al residuo
obtenido, y la mezcla se lavo tres veces con bicarbonato sédico acuoso saturado. La fase organica se seco sobre
sulfato sédico, y el disolvente se evapor6 a presion reducida. El producto en bruto obtenido se purificd por
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: diclorometano/metanol = 20/1 + piridina al 0,05 %) para dar
el compuesto (17) (16 g, rendimiento de un 70 %) en forma de un soélido de color amarillo palido. Los valores
analiticos instrumentales del compuesto (17) se muestran a continuacion.

Compuesto (17);

RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,43-7,40 (m, 2H), 7,32-7,26 (m, 6H), 7,21-7,17 (m, 1H), 6,81 (d, J = 8,8 Hz, 4H), 4,39-
4,37 (m, 1H), 3,78 (s, 6H), 3,64-3,61 (m, 2H), 3,33-3,22 (m, 4H), 3,03 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,19 (t, J = 7,6 Hz, 2H),
1,79-1,54 (m, 12H), 1,40-1,34 (m, 4H)

(5) Sintesis del compuesto (18)

A una solucion (3,5 ml) del compuesto (17) (1,26 g, 1,73 mmol), que se secd de forma azeotrdpica con acetonitrilo,
en acetonitrilo anhidro se afiadieron tetrazolida de diisopropilamonio (394 mg, 1,3 equiv.) y fosforodiamidita de 2-
cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilo (700 mg, 1,3 equiv.), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2,5 h.
Se afiadio diclorometano, la mezcla se lavd con bicarbonato sédico acuoso saturado y solucion salina saturada y se
seco sobre sulfato sodico, y el disolvente se evapord. El producto en bruto obtenido se purificd por cromatografia en
columna sobre gel de silice (amino silice, eluyente: n-hexano/acetato de etilo = 2/3) para dar el compuesto (18)
(1,3 g, rendimiento de un 78 %) en forma de un solido de color blanco. Los valores analiticos instrumentales del
compuesto (18) se muestran a continuacion.
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Compuesto (18);

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7,43-7,41 (m, 2H), 7,32-7,17 (m, 7H), 6,81 (dt, J = 9,3, 2,9 Hz, 4H), 4,42-4,37 (m, 1H),
3,78 (s, 6H), 3,88-3,54 (m, 6H), 3,32-3,20 (m, 4H), 3,03 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,19 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 1,83-1,53 (m,
12H), 1,42-1,31 (m, 4H), 1,28-1,24 (m, 2H), 1,18-1,16 (m, 12H)

RMN *'P (162 MHz, CDCls) &: 146,9.
(Ejemplo B3) sintesis de ARN en fase solida

De la misma manera que en el Ejemplo B1 mencionado anteriormente excepto por que se uso el compuesto (18)
mencionado anteriormente en el esquema 7 mencionado anteriormente como mondémero de la presente invencion
en lugar del compuesto (6) mencionado anteriormente en el esquema 5 mencionado anteriormente, se usoé
guanosina en lugar del ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 1, el ARN mostrado por la
siguiente SEQ ID NO: 63 se uso en lugar del ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 2 y el
ARN mostrado por la siguiente SEQ ID NO: 64 se us6 en lugar del ARN mencionado anteriormente mostrado en la
SEQ ID NO: 3, el ARN del Ejemplo se sintetiz6 en fase solida. El ARN del Ejemplo sintetizado de este modo es un
ARN monocatenario (ARNss) en donde cada una de las regiones conectoras (Lx) y (Ly) tienen una estructura
representada por la siguiente formula quimica L1. La regién conectora (Lx) (representada por la siguiente formula
quimica L1) en el ARN en este Ejemplo se denomina "Lx™ en lo sucesivo para distinguirla de la regién conectora (Lx)
(representada por la férmula quimica mencionada anteriormente Lg) en el Ejemplo B1 mencionado anteriormente.
De forma analoga, la regidon conectora (Ly) (representada por la siguiente férmula quimica L1) en el ARN en este
Ejemplo se denomina "Ly" en lo sucesivo para distinguirla de la regidon conectora (Ly) (representada por la férmula
quimica Lg mencionada anteriormente) en el Ejemplo B1 mencionado anteriormente.

LY -GGEAAUCGAACHACUCAGCGUAACGIUC -3 (ZEQ ID NO: £3)
S -ACUUACGCUCAGUACUUCGATICC -37  (SEQ 1D NO: &4)

(L1 [estructura de Lx' o Ly")
- O (CH2)5CO-Lys-NH (CH3)4O-

En la estructura L1 del conector mencionado anteriormente, "Lys" es una estructura representada por la siguiente
férmula quimica.

NH,

(s

O

Por lo tanto, la estructura L1 del conector mencionado anteriormente esta representada por la siguiente formula

quimica.
NH5
o
* H
O N O
- s ~
L1 s N \M;
O

El ARNss de este Ejemplo sintetizado como se ha mencionado anteriormente se denominara PK-0100 en lo
sucesivo en la presente memoria. EI PK-0100 mencionado anteriormente tiene una estructura en donde, como se
muestra en la SEQ ID NO: 65 que sigue a continuacion, el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID
NO: 64, el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 63, y guanosina estan alineados en este
orden desde el extremo en la posicién 5', el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 64 (que
corresponde a Xc) y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 63 (que corresponde a la region
interna Z) estan unidos a través del conector Lx' (la estructura L1 mencionada anteriormente), y el ARN mencionado
anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 63 (que corresponde a la region interna Z) y guanosina (que corresponde
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a Yc) estan unidos a través del conector Ly' (la estructura L1 mencionada anteriormente). Ademas, como se muestra
en las secuencias que siguen a continuacion, la secuencia de ARN mencionada anteriormente mostrada en la SEQ
ID NO: 63 es complementaria a la guanosina y la secuencia de ARN mencionada anteriormente mostrada en la SEQ
ID NO: 64. Por lo tanto, el PK-0100 mencionado anteriormente funciona con autohibridacién para tener una
estructura de tallo, como se muestra en la formula que sigue a continuacion.

Ej : PK—0100 (SEQ ID NO: &5)
5’ —ACUUACGCUGAGUACUUCGAUUCC—Lx’ —GGAAUCGAAGUACUCAGCGUAAGUUC-Ly’ -G-3°

s .

Xc 7 Y ¢
G ACUUACGCUGAGUACUUCGAUUCC
PK-0100 Ly’ Lx’
CUGAAUG A ICATZAACSCTIARGE

(Ejemplo de Referencia A1)

Un mondémero de material de sintesis del acido nucleico monocatenario que contiene una estructura principal de
prolina se produjo segun el siguiente esquema 8.
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DMTrO(H,C)s D
122
Fmec: 3-fluerenilmetiloxicarbonile TBDMS: terc-butildimetilsililo gr,gf;?tr_mm
esquema 8

(1) Fmoc-hidroxiamido-L-prolina (compuesto 104)

El compuesto 102 (Fmoc-L-prolina), que es el material de partida del Esquema 8 mencionado anteriormente se
adquiri6 en Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. Este compuesto 102 (10,00 g, 29,64 mmol), 4-amino-1-butanol
(3,18 g, 35,56 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol (10,90 g, 70,72 mmol) se mezclaron en conjunto. La mezcla
mencionada anteriormente se desaired a presion reducida y se cargd con gas argén. Se afiadio acetonitrilo anhidro
(140 ml) a la mezcla mencionada anteriormente a temperatura ambiente, y una solucion (70ml) de
diciclohexilcarbodiimida (7,34 g, 35,56 mmol) en acetonitrilo anhidro se afadié adicionalmente a esto. A partir de ese
momento, esto se agitdé durante 15 horas a temperatura ambiente en una atmoésfera de argén. Después de la
finalizacion de la reaccion, el precipitado generado se retird por filtracion, y el disolvente en el filtrador recogido se
evaporé a presion reducida. Se afadié diclorometano (200 ml) al residuo obtenido, y la mezcla se lavé con
bicarbonato sédico acuoso saturado (200 ml). A continuacion, una fase organica se recogio y se seco sobre sulfato
de magnesio. A partir de ese momento, la fase organica mencionada anteriormente se filtrd, y el disolvente en el
filtrado obtenido se evaporé a presion reducida. Se afiadié dietil éter (200 ml) al residuo, convirtiéndose de ese modo
el residuo en polvo. El polvo obtenido de este modo se recogio por filtracion. Por lo tanto, se obtuvo el compuesto
104 en forma de un polvo incoloro (10,34 g, rendimiento de un 84 %). El resultado del analisis instrumental con
respecto al compuesto 104 mencionado anteriormente se muestra a continuacion.

Fmoc-hidroxiamido-L-prolina (104);
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RMN 'H (CDCls) : & 7,76-7,83 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,38-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,28-7,33 (m, 2H, Ar-
H), 4,40-4,46 (m, 1H, CH), 4,15-4,31 (m, 2H, CHy), 3,67-3,73 (m, 2H, CHy), 3,35-3,52 (m, 2H, CH,), 3,18-3,30 (m,
2H, CHy), 2,20-2,50 (m, 4H), 1,81-2,03 (m,3H), 1,47-1,54 (m, 2H);

MS (FAB+) : m/z 409 (M+H").
(2) Fmoc-t-butil-dimetilsiloxiamido-L-prolina (compuesto 118)

Fmoc-hidroxiamido-L-prolina (compuesto 104) (2,00 g, 30 mmol), cloruro de t-butil-dimetilsililo (1,11 g, 35 mmol) y
imidazol (10,90 g, 71 mmol) se mezclaron juntos. La mezcla mencionada anteriormente se desaireé a presion
reducida y se cargoé con gas argon. Se afiadié acetonitrilo anhidro (20 ml) a la mezcla mencionada anteriormente a
temperatura ambiente, y esto se agitdé durante una noche a temperatura ambiente en una atmdsfera de argon.
Después de la finalizacion de la reaccion, se afadio diclorometano (150 ml) a la mezcla mencionada anteriormente.
La mezcla resultante se lavo con agua tres veces y a continuacion con solucién salina saturada. Una fase organica
se recogid y se seco sobre sulfato de magnesio. A partir de ese momento, la fase organica mencionada
anteriormente se filtrd. El disolvente en el filtrado obtenido se evapord a presién reducida, y el residuo se aplico a
cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: CH,Cl,:CH3OH = 95:5). Por lo tanto, el compuesto 118 se
obtuvo en forma de jarabe incoloro (2,35 g, rendimiento de un 92 %). El resultado del analisis instrumental con
respecto al compuesto mencionado anteriormente 118 se muestra a continuacion.

Fmoc-t-butil-dimetilsiloxiamido-L-prolina (118);

RMN 'H (CDCl3) : 6 7,76-7,78 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,63 (m, 2H, Ar-H), 7,38-7,42 (m, 2H, Ar-H), 7,29-7,34 (m, 2H, Ar-
H), 4,10-4,46 (m, 4H, CH,), 3,47-3,59 (m, 4H, CH>), 3,20-3,26 (m, 2H, CH), 1,85-1,95 (m, 2H), 1,42-1,55 (m,6H), 0,96
(s,9H, t-Bu), 0,02 (s,6H, SiCHa);

MS (FAB+): m/z 523 (M+H").
(3) t-Butil-dimetilsiloxiamido-L-prolina (compuesto 119)

A la Fmoc-t-butil-dimetilsiloxiamido-L-prolina mencionada anteriormente (compuesto 118) (1,18 g, 2,5 mmol)
obtenida anteriormente, se afiadieron acetonitrilo anhidro (5 ml) y piperidina (2,4 ml), y esto se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de la finalizacion de la reaccién, se afiadidé acetonitrilo (50 ml) a la mezcla
mencionada anteriormente, y los materiales insolubles se retiraron por filtracion. El disolvente en el filtrado obtenido
se evapord a presion reducida. El residuo obtenido se aplico a cromatografia en columna sobre gel de silice
(eluyente: CH.Cl,:CH3OH = 9:1). Por lo tanto, el compuesto 119 se obtuvo en forma de jarabe incoloro (0,61 g,
rendimiento de un 90 %). El resultado del analisis instrumental con respecto al compuesto mencionado
anteriormente 119 se muestra a continuacion.

t-Butil-dimetilsiloxiamido-L-prolina (119);

RMN 'H (CDCls) : 8 3,71 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, 5,2 Hz, CH), 3,61-3,64 (m, 2H, CH,), 3,22-3,28 (m, 2H, CH,), 2,98-3,04
(m, 1H, CH), 2,86-2,91 (m, 1H, CH), 2,08-2,17 (m, 1H, CH), 1,86-1,93 (m, 1H, CH), 1,66-1,75 (m, 2H, CHy), 1,52-
1,57 (m, 4H), 0,89 (s, 9H, t-Bu), 0,05 (s, 6H, SiCHa);

MS (FAB+); m/z 301 (M+H").
(4) t-Butil-dimetilsiloxiamidohidroxiamido-L-prolina (compuesto 120)

La t-butil-dimetilsiloxiamido-L-prolina mencionada anteriormente (compuesto 119) (550 mg, 1,8 mmol) obtenida
anteriormente, acido 6-hidroxihexanoico (300 mg, 2,3 mmol), EDC (434 mg, 2,3 mmol) y una solucién (20 ml) de 1-
hidroxibenzotriazol (695 mg, 4,5 mmol) en diclorometano anhidro se mezclaron. Se afiadi6 trietilamina (689 mg,
6,8 mmol) a la mezcla mencionada anteriormente a temperatura ambiente en una atmoésfera de argon, y a
continuacion, esto se agité durante una noche a temperatura ambiente en una atmoésfera de argén. La mezcla
mencionada anteriormente se lavd con solucidn salina saturada. Una fase organica se recogio, y la fase organica
mencionada anteriormente se seco sobre sulfato sodico. A partir de ese momento, la fase organica mencionada
anteriormente se filtré. El disolvente en el filirado obtenido se evaporé a presion reducida. El residuo obtenido se
aplicé a cromatografia en columna sobre gel de silice (eluyente: CH,Cl,:CH3OH = 9:1). Por lo tanto, el compuesto
120 se obtuvo en forma de jarabe incoloro (696 mg, rendimiento de un 92 %). El resultado del andlisis instrumental
con respecto al compuesto mencionado anteriormente 120 se muestra a continuacion.

t-Butil-dimetilsiloxiamidohidroxiamido-L-prolina (120);

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

MS (FAB+): m/z 415 (M"+1).
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(5) DMTr-hidroxidiamido-L-prolina (compuesto 121)

La t-butil-dimetilsiloxiamidohidroxiamido-L-prolina mencionada anteriormente (compuesto 120) (640 mg, 1,54 mmol)
se mezcld con piridina anhidra (1 ml), y esto se secod de forma azeotropica a temperatura ambiente. Al residuo
afadido se le afiadieron cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (657 mg, 1,85 mmol), DMAP (2 mg), y piridina anhidra (5 ml), y
esto se agitd durante 4 horas a temperatura ambiente. A partir de ese momento, se afiadié metanol (1 ml) a esto, y
esto se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla mencionada anteriormente se diluyd con
diclorometano, y esto se lavd con bicarbonato sédico acuoso saturado. Una fase organica se recogié y se seco
sobre sulfato sédico. A partir de ese momento, la fase organica mencionada anteriormente se filtré. El disolvente en
el filtrado obtenido se evapord a presion reducida. Al residuo afiadido se le afiadieron acetonitrilo anhidro (5 ml) y
una soluciéon de tetrahidrofurano que contenia 1 mol/l de fluoruro de tetrabutilamonio (1,42 ml, fluoruro de
tetrabutilamonio 1,42 mmol), y esto se agité durante una noche a temperatura ambiente. Después de la finalizacion
de la reaccion, se afiadié acetato de etilo (100 ml) a la mezcla mencionada anteriormente. La mezcla resultante se
lavé con agua y a continuacion con solucion salina saturada. Una fase organica se recogio y se seco sobre sulfato
sodico. A partir de ese momento, la fase organica mencionada anteriormente se filtré. El disolvente en el filirado
obtenido se evaporé a presion reducida. El residuo obtenido se aplicé a cromatografia en columna sobre gel de silice
(eluyente: CH,Cl:CH3OH = 95:5, que contenia piridina al 0,05 %). Por lo tanto, el compuesto 121 se obtuvo en
forma de jarabe incoloro (680 mg, rendimiento de un 73 %). El resultado del andlisis instrumental con respecto al
compuesto mencionado anteriormente 121 se muestra a continuacion.

DMTr-hidroxidiamido-L-prolina (121);

RMN 'H (CDCls) : & 7,41-7,44 (m, 2H, Ar-H), 7,26-7,33 (m, 4H, Ar-H), 7,18-7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,17-7,21 (m, 1H, Ar-
H), 6,80 - 6,84 (m, 4H, Ar-H), 4,51-4,53 (d, 6,8 Hz, 1H, CH), 3,79 (s,6H, OCHa), 3,61 (dd, 2H, J = 11 Hz,5,4 Hz, CHy),
3,50-3,54 (m, 1H, CH), 3,36-3,43 (m, 1H, CH), 3,2 0-3,2 6 (m, 2H, CH,), 3,05 (t, J = 6,4 Hz , 2H, CHy), 2,38-2,45 (m,
1H, CH), 2,30 (t, J = 7,8 Hz, 2H, CH,), 2,05-2,25 (m, 1H, CH), 1. 92-2,00 (m, 1H, CH), 1,75-1,83 (m, 1H, CH), 1,52-
1,67 (m, 8H), 1,35-1,45 (m, 2H, CHy);

MS (FAB+): m/z 602 (M"), 303 (DMTT").
(6) Amidita de DMTr-diamido-L-prolina de tipo B (compuesto 122)

La DMTr-hidroxidiamido-L-prolina mencionada anteriormente (compuesto 121) (637 mg, 1,06 mmol) obtenida
anteriormente se mezclé con acetonitrilo anhidro, y la mezcla resultante se seco de forma azeotrépica a temperatura
ambiente. Al residuo afiadido se le afiadieron tetrazolida de diisopropilamonio (201 mg, 1,16 mmol) se afadio, y la
mezcla resultante se desaired a presion reducida y se cargd con gas argon. Se afnadié anhidro acetonitrilo (1 ml) a la
mezcla mencionada anteriormente, y a esto se le afiadio adicionalmente una solucién de de fosforodiamidita de 2-
cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilo (350 mg, 1,16 mmol) en acetonitrilo anhidro (1 ml). Esta mezcla se agité durante
4 horas a temperatura ambiente en una atmdsfera de argén. La mezcla mencionada anteriormente se diluy6é con
diclorometano, y esto se lavé con bicarbonato sédico acuoso saturado y solucion salina saturada. Una fase organica
se recogio y se seco sobre sulfato sédico. A partir de ese momento, la fase organica mencionada anteriormente se
filtr6. El disolvente en el filtrado obtenido se evaporé a presién reducida. El residuo obtenido se aplicé a
cromatografia en columna usando amino gel de silice como carga (eluyente: hexano:acetona = 7:3). Por lo tanto, el
compuesto 122 se obtuvo en forma de jarabe incoloro (680 mg, pureza: 95 %, rendimiento de un 76 %). El resultado
del analisis instrumental con respecto al compuesto mencionado anteriormente 122 se muestra a continuacion.

Amidita de DMTr-diamido-L-prolina (122);

RMN 'H (CDCls) : & 7,41-7,43 (m, 2H, Ar-H), 7,25-7,32 (m, 4H, Ar-H), 7,17-7,22 (m, 2H, Ar-H), 6,80-6,83 (m, 4H, Ar-
H), 4,53 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH), 3,75-3,93 (m,3H), 3,79 (s,6H, OCHs), 3,46-3,68 (m, 5H), 3,34-3,41 (m, 1H, CH),
3,10-3,31 (m, 1H, CH), 3,05 (t, J = 6,3 Hz, 2H, CHy), 2,62 (t, J = 6,3 Hz , 2H, CHy), 2,39-2,46 (m, 1H, CH), 2,29 (t,
7,3 Hz, 2H, CH,), 2,03-2,19 (m, 1H, CH), 1,90-2,00 (m, 1H, CH), 1,70-1,83 (m, 1H, CH), 1,51-1,71 (m, 8H), 1,35-1,45
(m, 2H, CH,), 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 6H, CHa), 1,16 (d, J = 6,4 Hz, 6H, CHs);

RMN P (CH3;CN) 6 146,90;
MS (FAB+): m/z 803 (M"+1), 303 (DMTr").
(Ejemplo de Referencia B1) Sintesis de ARN en fase soélida

De la misma manera que en PK-0054 del Ejemplo B1 mencionado anteriormente excepto por que se uso el
compuesto 122 mencionado anteriormente en lugar del compuesto 6 mencionado anteriormente (mondmero en la
presente invencion) en el esquema 5 mencionado anteriormente, y la estructura de la parte que corresponde a las
regiones conectoras (Lx) y (Ly) era la siguiente Lp en lugar de la mencionada anteriormente Lg, se sintetizd6 un ARN
monocatenario (ARNSss).
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EL ARNSss sintetizado como se ha mencionado anteriormente en lo sucesivo en la presente memoria se denominara
PK-0004. El PK-0004 mencionado anteriormente tiene una estructura en donde, como se muestra en la SEQ ID
NO: 9 que sigue a continuacion, el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 3, el ARN
mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 2, y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ
ID NO: 1 estan alineados en este orden desde el extremo en la posicion 5', y cada RNA esta unido a través de la
estructura Lp mencionada anteriormente. Ademas, como se explica en el Ejemplo B1 mencionado anteriormente, la
secuencia de ARN mencionada anteriormente mostrada en la SEQ ID NO: 2 es complementaria a las secuencias de
ARN mencionadas anteriormente mostradas en las SEQ ID NOs: 1 y 3. Por lo tanto, el PK-0004 mencionado
anteriormente funciona con autohibridacién para tener una estructura de tallo, como se muestra en la férmula que
sigue a continuacion. Al igual que el PK-0054 mencionado anteriormente, la parte subrayada
GUUGUCAUACUUCUCAUGG (SEQ ID NO: 5) es una region implicada en la inhibicion de la expresion genética de
GAPDH.

5'-GAA-3' (SEQ ID NO: 1)
5'-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC-3' (SEQ ID NO: 2)
5'-CAUGAGAAGUAUGACAACAGCC-3' (SEQ ID NO: 3)
Ej: PK-0004 (SEQ ID NO: 9)
5'-CAUGAGAAGUAUGACAACAGCC-Lp-GGCUGUUGUCAUACUUCUCAUGGUUC-Lp-GAA-3'
regién inhibidora de la expresién de PK-0004 (SEQ ID NO: 5)
5'-GUUGUCAUACUUCUCAUGG-3'

GAR CAUGAGAAGUAUGACAACAGCC
PK-0004 p L

CUUGEUACUCUUCATACUGUICUCGESE

De la misma manera que con PK-0004 excepto por que se uso el ARN de la siguiente SEQ ID NO: 6 en lugar del
ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 2, y el ARN de la siguiente SEQ ID NO: 7 se us6 en
lugar del ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 3, se sintetizaron otros ARNss del Ejemplo de
Referencia. En lo sucesivo en la presente memoria este se denomina PK-0003.

5'-GAA-3' (SEQ ID NO: 1)
5'-GGCUUUCACUUAUCGUUGAUGGCUUC-3' (SEQ ID NO: 6)
5'-CCAUCAACGAUAAGUGAAAGCC-3' (SEQ ID NO: 7)

El PK-0003 mencionado anteriormente tiene una estructura en donde, como se muestra en la SEQ ID NO: 10 que
sigue a continuacion, el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 7, el ARN mencionado
anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 6, y el ARN mencionado anteriormente mostrado en la SEQ ID NO: 1
estan alineados en este orden desde el extremo en la posicion 5', y cada RNA esta unido a través de la estructura Lp
mencionada anteriormente. Ademas, al igual que PK-0055 en el Ejemplo B1 mencionado anteriormente, la
secuencia de ARN mencionada anteriormente mostrada en la SEQ ID NO: 6 es complementaria a las secuencias de
ARN mencionadas anteriormente mostradas en las SEQ ID NOs: 1 y 7. Por lo tanto, el PK-0003 mencionado
anteriormente funciona con autohibridacién para tener una estructura de tallo, como se muestra en la férmula que
sigue a continuacion.

PK-0003 (SEQ ID NO: 10)
5'-CCAUCAACGAUAAGUGAAAGCC-Lp-GGCUUUCACUUAUCGUUGAUGGCUUC-Lp-GAA-3'
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GRA CCAUCAACGAUAAGUGARAGCC
PK-0003 Le Lp

ClE oG SUAITGCUR T IGANTIDCGE

(Ejemplo de Referencia B2)

De la misma manera que con PK-0100 del Ejemplo B3 mencionado anteriormente excepto por que se uso el
compuesto 22 mencionado anteriormente en lugar del compuesto 18 mencionado anteriormente (monémero en la
presente invencion) en el esquema 7 mencionado anteriormente, y la estructura de la parte que corresponde a las
regiones conectoras (Lx) y (Ly) era la Lp mencionada anteriormente (el Ejemplo de Referencia B1 mencionado
anteriormente) en lugar de la L1 mencionada anteriormente, se sintetizé6 un ARN monocatenario (ARNss).

EL ARNSss sintetizado como se ha mencionado anteriormente en lo sucesivo en la presente memoria se denomina
PK-0071. El PK-0071 mencionado anteriormente tiene una estructura en donde, como se muestra en la SEQ ID
NO: 66 que sigue a continuacion, el ARN mencionado anteriormente de SEQ ID NO: 64, el ARN mencionado
anteriormente de SEQ ID NO: 63, y guanosina estan alineados en este orden desde el extremo en la posicion 5', y
cada RNA y guanosina estan unidos a través de la estructura Lp mencionada anteriormente. Ademas, como también
se explica en el Ejemplo B3 mencionado anteriormente, la secuencia de ARN mencionada anteriormente de SEQ ID
NO: 63 es complementaria a guanosina y la secuencia de ARN mencionada anteriormente de SEQ ID NO: 64. Por lo
tanto, el PK-0071 mencionado anteriormente funciona con autohibridacién para tener una estructura de tallo, como
se muestra en la formula que sigue a continuacion.

5-GGAAUCGAAGUACUCAGCGUAAGUUC-3' (SEQ ID NO: 63)
5'-ACUUACGCUGAGUACUUCGAUUCC-3' (SEQ ID NO: 64)

Ej: PK-0071 (SEQ ID NO: 66)
5'-ACUUACGCUGAGUACUUCGAUUCC-Lp-GGAAUCGAAGUACUCAGCGUAAGUUC-Lp-G-3'

G ACUJACGCUGAGUACUUCGAUUCC
PK-0071 Lp Lp
Cilra A U A MG A AT ARGE

(Ejemplo 1) Efecto inhibidor en la expresion genética de GAPDH en células HCT116
Usando el ARN de la presente invencion, se examiné la inhibicion de la expresion genética de GAPDH in vitro.
(1) Materiales y Método

Como ARN (Ej) del presente ejemplo, se usaron los ARNss (PK-0054 y PK-0055) del Ejemplo B1 mencionado
anteriormente. Como ARN del Ejemplo de Referencia, también se usaron los ARNss (PK-0004 y PK-0003) del
Ejemplo de Referencia B1 mencionado anteriormente. Se prepararon soluciones de ARN por disoluciéon de cada uno
de los ARN mencionadas anteriormente en agua destilada a la inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd., en lo
sucesivo en la presente memoria lo mismo) para conseguir la concentracion deseada (10 pl/l).

Como células se usaron células HCT116 (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Como medio se us6 un medio de
McCoy 5A que contenia FBS al 10 % (Invitrogen). Las condiciones del cultivo se establecieron en 37 °C y CO al
5 %.

En primer lugar, las células HCT116 se cultivaron en el medio mencionado anteriormente, y el medio de cultivo se
distribuyd a una placa de 24 pocillos de modo que cada pocillo contuviera 400 pl del medio de cultivo para conseguir
una densidad de 2 x 10* células/pocillo. Las células en los pocillos mencionados anteriormente se cultivaron durante
otro periodo de 24 horas. A partir de ese momento, las células se transfectaron con el ARN mencionado
anteriormente usando un reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun el protocolo con el reactivo
de transfeccion mencionado anteriormente. De forma especifica, la transfeccion se realizé colocando la composicion
por pocillo como sigue a continuacion. La concentracion final del ARN mencionado anteriormente en el pocillo
mencionado anteriormente se establecié en 1 nmol/l, 5 nmol/l, o 25 nmol/l.

Tabla 1
(Composicién por pocillo pl)

medio de cultivo 400
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(Composicién por pocillo pl)
(A) Lipofectamina 2000 1,5
(B) Opti-MEM (Invitrogen) 98

(C) Solucion de ARN 0,5

Total 500

Después de la transfeccion, las células de los pocillos mencionados anteriormente se cultivaron durante 48 horas, y
a continuacion, el ARN se recogié usando un Kit RNeasy Mini (Qiagen, Paises Bajos) segun el protocolo
suministrado en el mismo. Posteriormente, el ADNc se sintetizé a partir de la ARN mencionado anteriormente
usando una transcriptasa inversa (nombre comercial: SuperScript Ill, Invitrogen) segun el protocolo suministrado en
el mismo A continuacion, como se muestra a continuacién, se realizé PCR usando el ADNc sintetizado mencionado
anteriormente como molde, y se midid el nivel de expresion genética de GAPDH y el del gen de B-actina como
patron interno. El nivel de expresion genética de GAPDH mencionado anteriormente se normalizé con referencia al
del gen de -actina mencionado anteriormente.

La PCR mencionada anteriormente se realizé usando un LightCycler FastStart ADN Master SYBR Green | (nombre
comercial, Roche) como reactivo y un Light Cycler DX400 (nombre comercial, Roche) como instrumento (en lo
sucesivo en la presente memoria lo mismo). EI gen GAPDH y el gen de B-actina mencionados anteriormente se
amplificaron usando los siguientes conjuntos de cebadores, respectivamente.

Conjunto de cebadores de PCR para el gen GAPDH
5-GGAGAAGGCTGGGGCTCATTTGC-3' (SEQ ID NO: 11)
5-TGGCCAGGGGTGCTAAGCAGTTG-3' (SEQ ID NO: 12)
Conjunto de cebadores para el gen de B-actina
5-GCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTC-3' (SEQ ID NO: 13)
5-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGTCAC-3' (SEQ ID NO: 14)

Como control 1, con respecto a las células a las que solamente se le habian afiadido 100 pl de la solucién (B)
mencionada anteriormente, también se midieron los niveles de expresion de los genes (-). Ademas, como control 2,
con respecto a las células sometidas a los mismos procedimientos de transfeccién que en el caso anterior excepto
por que la solucién de ARN mencionada anteriormente no se afiadié y por que se afadieron la solucién (B)
mencionada anteriormente y 1,5 pl de la solucién (A) mencionada anteriormente de modo que la cantidad total de
(A) y (B) seria de 100 pl, el nivel de expresion del gen también se midioé (simulado).

Con respecto al nivel de expresion normalizado del gen GAPDH, el valor relativo en la célula introducida con cada
ARN se determind basandose en el nivel de expresion en las células del control (-) establecido como 1.

(2) Resultados

Los resultados de los mismos se muestran en la FIG. 4. La FIG. 4 es un grafico que muestra el nivel relativo de
expresion genética de GAPDH, y el eje vertical indica el nivel relativo de expresion genética.

Como se muestra en la Fig. 4, PK-0004 y PK-0054 presentaban un efecto inhibidor de la expresion ya que
incorporan un GAPDH humano de direccién de secuencias. Por el contrario, PK-0003 y PK-0055 que tienen
diferentes secuencias presentaban un efecto inhibidor de la expresion bajo en comparacion con PK-0004 y PK-0054.
Es decir, estos ARN eran superiores en la especificidad de reaccién para la secuencia de bases diana.

Ademas, dado que PK-0054 es un ARNss (ARN monocatenario), éste se puede producir de forma facil y eficaz y
también era superior en la manipulacion en comparacion con el ARNsi (ARN bicatenario).

Ademas, PK-0054 que es el ARNss del Ejemplo presentaba un efecto inhibidor de la expresion también equivalente
al de PK-0004 que es el ARNSss del Ejemplo de Referencia. El material de partida sintético es L-prolina para PK-0004
y glicina para PK-0054, y el material de partida de PK-0054 se obtiene facilmente mucho mas econémicamente. Por
lo tanto, es casi completamente ventajoso para la conveniencia y el coste de la produccion.

(Ejemplo C2) Efecto inhibidor en la expresion del gen de luciferasa de luciérnaga

Usando el ARN de la presente invencion, se examind la inhibicion de la expresion del gen de luciferasa de
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luciérnaga in vitro.
(1) Materiales y Método

Como ARN (Ej) del presente ejemplo, se us6 el ARNss (PK-0100) del Ejemplo B3 mencionado anteriormente. Como
ARN del Ejemplo de Referencia, también se usé el ARNss (PK-0071) del Ejemplo de Referencia B2 mencionado
anteriormente. Se prepararon soluciones de ARN disolviendo cada uno de los ARN mencionados anteriormente en
agua destilada a la inyeccion (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd., en lo sucesivo en la presente memoria lo mismo)
para conseguir la concentracion deseada (10 pmol/l).

Se uso la linea de células MCF-7 de cancer de mama que expresan de forma estable la luciferasa de luciérnaga
(pGL3 Luc), y como medio se usé RPMI 1640 (Invitrogen) + FCS al 10 %. Las condiciones del cultivo se
establecieron en 37 °C y COz al 5 %.

De forma mas especifica, la linea de células MCF-7 de cancer de mama que expresan de forma estable la luciferasa
de luciérnaga (pGL3 Luc) se cultivaron como sigue a continuacion.

[1] Las células mencionadas anteriormente se cultivaron en el medio, y el medio de cultivo se distribuyé a una placa
de 96 pocillos con 50 pla 1 x 10* células/pocillo.

[2] A continuacion, las células mencionadas anteriormente en el pocillo se transfectaron con la muestra de ARN
usando un reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun el protocolo adjunto. De forma especifica,
50 pl/pocillo de un complejo de la muestra de ARN mencionada anteriormente y del reactivo de transfeccion
mencionado anteriormente se afiadieron a la cantidad total de 100 pl, y la concentracion final de la muestra de ARN
mencionada anteriormente a 0,1, 1 o 10 nmol/l. Como control 1, se prepararon las células a las que no se les afiadio
la muestra de ARN mencionada anteriormente y el reactivo de transfeccién mencionado anteriormente (-) y, como
control 2, se prepararon las células a las que no se le afiadié la muestra de ARN mencionada anteriormente en
transfeccion pero se le afadio el reactivo de transfeccion mencionado anteriormente solo (simulado).

[3] Las células se cultivaron adicionalmente durante 24 h después de la transfeccion mencionada anteriormente.

La actividad de luciferasa se midi6 como sigue a continuaciéon. La medicién de la actividad de luciferasa es la
medicion de un efecto inhibidor en la expresion del gen de luciferasa de luciérnaga, que es conservado por la linea
de células MCF-7 de cancer de mama que expresan de forma estable la luciferasa de luciérnaga (pGL3 Luc).

[1] En primer lugar, usando el Sistema de Ensayo de Luciferasa Steady-Glo (nombre comercial) (Promega), la
intensidad de la luminiscencia de luciferasa se midié con un lector de multiples etiquetas ARVO X2 (PerkinElmer)
segun el protocolo adjunto.

[2] Los resultados de la medicion de la actividad de luciferasa en el apartado [1] mencionado anteriormente se
presentaron como la actividad relativa con respecto a la de la muestra de ARN vy el reactivo de transfeccion (-) (el
control 1 mencionado anteriormente, grupo de células sin adicién) como 1.

(2) Resultados

Los resultados se muestran en la Fig. 12. La Fig. 12 es un grafico que muestra el valor relativo de la actividad de
luciferasa.

Como se muestra en la Fig. 12, PK-0100 (ARNss del Ejemplo) podria reducir la actividad relativa de la luciferasa de
aproximadamente 0,7 - aproximadamente 0,3. Es decir, PK-0100 presentaba un efecto inhibidor de la expresion
superior en el gen de luciferasa de luciérnaga conservado por la linea de células MCF-7 de cancer de mama que
expresan de forma estable la luciferasa de luciérnaga (pGL3 Luc). Ademas, PK-0100 también presentaba un efecto
inhibidor de la expresién equivalente o superior en PK-0071, que es el ARNss del Ejemplo de Referencia.

(Ejemplo de Referencia 1)

Usando los ARNss que tienen una base no emparejada en diferentes posiciones, se examind la inhibiciéon de la
expresion genética de GAPDH in vitro.

(1) Materiales y Método

Como ARN, se usaron los ARNss mostrados en la FIG. 5. En la FIG. 5, los numeros en la parte derecha indican
numeros de identificacion de secuencias. En la FIG. 5, desde el extremo en la posiciéon 5', una region indicada con
letras en mindsculas subrayada es la region mencionada anteriormente (Xc); una region indicada con letras en
mayusculas subrayada es la region interna mencionada anteriormente (Z); y una regién indicada con letras en
minUsculas subrayada es la regiéon mencionada anteriormente (Yc). Una region entre las regiones Xc y Z
mencionadas anteriormente es una region conectora (Lx), y una regiéon entre las regiones Z e Yc mencionadas
anteriormente es una region conectora (Ly). Ademas, "Xc/Yc" indica la proporciéon entre la longitud de las bases (Xc)
de la region mencionada anteriormente (Xc) y la longitud de las bases (Yc) de la region mencionada anteriormente
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(Yc). Enla FIG. 5, ™" indica una base no emparejada.

En cada uno de los ARNSss, la longitud de las bases de la region interna (Z) se establecié en 26, la longitud de las
bases de la region conectora (Lx) se establecié en 7, y la longitud de las bases de la regién conectora (Ly) se
establecio en 4. En NK-0036 y NK-0040, el numero total de las bases (Xc + Yc) en las regiones mencionadas
anteriormente (Xc) e (Yc) se establecié en 26. En los ARNSss distintos de NK-0036 y NK-0040, el numero total de las
bases (Xc + Yc) en las regiones mencionadas anteriormente (Xc) e (Yc) se estableciéo en 25. A continuacion, en
estas condiciones, las longitudes de las bases de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) e (Yc) se cambiaron.
Como resultado, NK-0036 y NK-0040 se convirtieron en las moléculas sin bases no emparejadas. Ademas, cada uno
de los ARNss distintos de NK-0036 y NK-0040 se convirtieron en la molécula en la que la regién interna mencionada
anteriormente (Z) incluye solamente una base no emparejada que no forma una doble hebra y la posicion de la base
no emparejada mencionada anteriormente en la region interna mencionada anteriormente (Z) se intercambi6 desde
el extremo en la posicién 3' al extremo en la posicion 5'.

La transfeccion en las células HCT116, cultivo, recogida de ARN, sintesis de ADNc, y PCR se realizaron de la
misma manera que en el Ejemplo C1 mencionado anteriormente, excepto por que se us6 cada uno de los ARN
mencionados anteriormente, y se determind el nivel relativo de expresion genética de GAPDH. La concentracion del
ARN en el momento de la transfeccion se establecio en 10 nmol/l.

(2) Resultados y Consideracion

Los resultados de los mismos se muestran en la FIG. 6. La FIG. 6 es un grafico que muestra el nivel relativo de
expresion genética de GAPDH cuando se us6 cada uno de los ARN en la concentracion final de 10 nmol/l. Como se
puede observar a partir de la FIG. 6, se encontré que todos los ARNss con las longitudes variables de la region en la
posicion 5' mencionada anteriormente (Xc) y la regién en la posicién 3' mencionada anteriormente (Yc) inhibian la
expresion genética de GAPDH.

En particular, se encontré que, como la diferencia entre la longitud de las bases de la region mencionada
anteriormente (Xc) y la longitud de las bases de la regién mencionada anteriormente (Yc) se hicieron mas grandes,
el nivel de expresion del gen disminuia relativamente, es decir, la actividad inhibidora de la expresion aumentaba. Es
decir, se encontr6 que, estableciendo la posicién de la base no emparejada en la region interna mencionada
anteriormente (Z) para que estuviera mas cerca del extremo en la posicion 5' o del extremo en la posicion 3' con
respecto a la parte media de la region interna mencionada anteriormente, es posible mejorar la actividad inhibidora
de la expresion mencionada anteriormente.

(Ejemplo de Referencia 2)

Usando los ARNss que tienen una base no emparejada en diferentes posiciones, se examind la inhibiciéon de la
expresion genética de TGF-B1 in vitro.

(1) Materiales y Método

Como ARN, se usaron los ARNss que se muestran a continuacion. En las siguientes secuencias, "*" indica una base
no emparejada.
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NK—-—0033 (SEQ ID MO: 42)

5/ - CAJCUINACANNIASINIAYS SCTRCAC CGECUAAAGUCAAUGUACAGCUGCUUCTT CGgaa-3/
1 L ] |

KC z X

-

NKO006 1 {SEQ ID NO: 43)

2= AJCUJUACEUNZATUNNAY IS CCACRICEECUAAAGUCARUGURCAGCY GCLIUCT_‘: CEgas -3
Ac Z b
N —005H5 {SEQ ID NO: 44]
3 - A¥CagCUIuacaULZasuuuag o cOCRACAC :GGCUBMGUCMGUACAGCUGCLMC UrCEg -2
Ko Z g
NE—-—006 2 {SEQ ID NO: 45)
- Feagouguacauugacul -J‘-””"I-’:CA-:P 3'IEGCUMHCUEMUEUH~.AE-CUECUUC oGy -2
Xz £ o

(1.2) Inhibicion de la expresion genética

Una solucion se prepard disolviendo cada uno de los ARN mencionados anteriormente que se habian
crioconservado en agua destilada a la inyeccién para conseguir una concentracion de 20 umol/l. A continuacion, se
realizaron transfeccion del ARNss mencionado anteriormente a las células Hepal-6, recogida de ARN, sintesis de
ADNCc y PCR de la misma manera que en el C1 mencionado anteriormente, excepto por que se us6 una solucién de
ARN. El nivel relativo de expresion genética de TGF-1 se determiné. La concentracion de la ARN en el momento de
la transfeccion se establecio en 1 nmol/l.

(2) Resultados

Los resultados de los mismos se muestran en la FIG. 7. La FIG. 7 es un grafico que muestra el nivel relativo de
expresion genética de TGF-B1. Como se puede observar a partir de la FIG. 7, todos estos ARNss presentaban
actividades inhibidoras de la expresion genética. Ademas, NK-0055 y NK-0062 en los que la 22 base y la 32 base
desde el extremo en la posicién 3' de la regidn interna mencionada anteriormente (Z) son las bases no emparejadas,
respectivamente, presentaban actividades inhibidoras de la expresion mas elevadas que NK-0033 y NK-0061 en los
que la 42 base y la 52 base de este el extremo en la posicion 3' de la region interna mencionada anteriormente (Z)
son las bases no emparejadas, respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con el comportamiento
presentado en el Ejemplo de Referencia 1 mencionado anteriormente dirigido al gen diana diferente.

(Ejemplo de Referencia 3)

Usando los ARNss que tienen una base no emparejada en diferentes posiciones, se examind la inhibiciéon de la
expresion genética de LAMA1 in vitro.

(1) Materiales y Método

Como RNA, se usaron los ARNss que se muestran a continuacion. En las siguientes secuencias, "*" indica una base
no emparejada.
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NK—-0043 (SEQ ID NO: 46)

o
37 = uguuugucucyulacasuauccGCRIAC ZIGGAUAWGUMCGRGACAAACACUCC:LTCGQQ a -3'

xo Z s

NE-0064 (SEQ ID NO: 47)

*
= — la gUugUUUgUCUSIIlaTasanaus :]: CRACAT -:ﬁﬁ&UMﬂJGUMGGAGRCA&ACACUCCj Rt )T ch
HC Z s

La transfeccion a las células 293 cells se realizé de la misma manera que en el Ejemplo C1 mencionado
anteriormente, excepto por que se uso6 cada uno de los ARN mencionados anteriormente, y las células mencionadas
anteriormente se cultivaron durante 48 horas. La concentracion del ARN en el momento de la transfeccion se
establecio en 10 nmol/l. A continuacién, la recogida de ARN, sintesis de ADNc, y PCR se realizaron de la misma
manera que para el Ejemplo C1 mencionado anteriormente, excepto por que como cebador se uso el gen LAMA1 se
muestra a continuacion, y se midieron el nivel de expresion del gen LAMA1 y el del gen de B-actina como patron
interno. El nivel de expresion del gen LAMA1 mencionado anteriormente se normalizé con referencia al del gen de -
actina como patrén interno.

Conjunto de cebadores para el gen LAMA1
5-AAAGCTGCCAATGCCCCTCGACC-3' (SEQ ID NO: 48)
5-TAGGTGGGTGGCCCTCGTCTTG-3' (SEQ ID NO: 49)

El nivel de expresion del control 1 (-) y del control 2 (simulado) también se midié de la misma manera que en el
Ejemplo C1 mencionado anteriormente. Al igual que para el nivel de expresion normalizado del gen LAMA1, el valor
relativo en la célula introducida con cada ARN se determin6 basandose en el nivel de expresion en las células del (-)
establecido con 1.

(2) Resultados

Los resultados de los mismos se muestran en la FIG. 8. La FIG. 8 es un grafico que muestra el nivel relativo de
expresion del gen LAMA1 en las células 293. Como se puede observar a partir de la FIG. 8, todos estos ARNss
presentaban actividades inhibidoras de la expresion genética. Ademas, NK-0064 en el que la 22 base desde el
extremo en la posicion 3' de la region interna mencionada anteriormente (Z) es la base no emparejada que
presentaba una actividad inhibidora de la expresion mas elevada que NK-0043 en el que la 42 base desde el
extremo en la posicion 3' de la regién interna mencionada anteriormente (Z) es la base no emparejada. Estos
resultados estan de acuerdo con los comportamientos presentados en los Ejemplos de Referencia 1 y 2
mencionados anteriormente dirigidos a los diferentes genes diana.

(Ejemplo de Referencia 4)

Usando los ARNss que tienen una base no emparejada en diferentes posiciones, se examind la inhibiciéon de la
expresion genética de LMNA in vitro.

(1) Materiales y Método

"win

Como ARN, se usaron los ARNss que se muestran a continuacion. En las siguientes secuencias, indica una base

no emparejada.
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NEk-—-0006 34 (SEQ ID NO: 50)

¥
M- COUCACCRAAARYIYoAANNSCCCRCACC GEARUGCECUUUUUGEUGACECUUCIT CGgas -2

xc Z Yo

NMk—-0066 (SED ID NO: 51)

3 - ACCgUCACCaAAAATOT0AANIs CTCACACTGEARUUGCECUUUUUGGUGACECUUCT TSy 37

Xz Z

,.
o[

La transfeccion a células A549 se realiz6 de la misma manera que en el Ejemplo C1 mencionado anteriormente,
excepto por que se us6 cada uno de los ARN mencionados anteriormente, y las células mencionadas anteriormente
se cultivaron durante 48 horas. La concentracion del ARN en el momento de la transfeccién se establecid en
3 nmol/l. A continuacion, la recogida de ARN, sintesis de ADNc, y PCR se realizaron de la misma manera que para
el Ejemplo C1 mencionado anteriormente, excepto por que como cebador se usé un conjunto de cebadores para el
gen de LMNA que se muestra continuacion, y se midié el nivel de expresion del gen de LMNA y el del gen de B-
actina como patrén interno. El nivel de expresion mencionado anteriormente del gen de LMNA se normalizd con
referencia al del gen de -actina como patrén interno.

Conjunto de cebadores para el gen de LMNA
5'-CTGGACATCAAGCTGGCCCTGGAC-3' (SEQ ID NO: 52)
5'-CACCAGCTTGCGCATGGCCACTTC-3' (SEQ ID NO: 53)

El nivel de expresion del control 1 (-) y del control 2 (simulado) también se midié de la misma manera que en el
Ejemplo C1 mencionado anteriormente. Al igual que para el nivel de expresion normalizado del gen de LMNA, el
valor relativo en la célula introducida con cada ARN se determiné basandose en el nivel de expresién en las células
del control (-) establecidas como 1.

(2) Resultados

Los resultados de los mismos se muestran en la FIG. 9. La FIG. 9 es un grafico que muestra el nivel relativo de
expresion del gen de LMNA en las células A549. Como se puede observar a partir de la FIG. 9, todos estos ARNss
presentaban actividades inhibidoras de la expresion genética. Ademas, NK-0066 en el que la 22 base desde el
extremo en la posicion 3' de la region interna mencionada anteriormente (Z) es la base no emparejada que
presentaba una actividad inhibidora de la expresion mas elevada que NK-0063 en el que la 42 base desde el
extremo en la posicion 3' de la regién interna mencionada anteriormente (Z) es la base no emparejada. Estos
resultados estan de acuerdo con los comportamientos presentados en los Ejemplos de Referencia 1 a 3
mencionados anteriormente dirigidos a los diferentes genes diana.

A partir de los resultados obtenidos en los Ejemplos de Referencia 1 a 4, es evidente que, por ejemplo, con respecto
a la posicion de la base no emparejada, se presentan comportamientos similares independientemente del tipo de un
gen diana y una secuencia inhibidora de la expresion para el gen diana. Ademas, ya se ha descrito anteriormente
que el Ejemplo C1 mencionado anteriormente presentaba un comportamiento similar a los de los Ejemplos de
Referencia.

(Ejemplo de Referencia 5)

Usando los ARNss con la longitud de cada una de de la region interna mencionada anteriormente en la posicion 5'
(X), la region en la posicion 5' mencionada anteriormente (Xc), la region interna en la posicion 3' mencionada
anteriormente (Y), y la region en la posicion 3' mencionada anteriormente (Yc) siendo variable, se examind la
inhibicion de la expresion genética de GAPDH in vitro.

(1) Materiales y Método

Como ARN, se usaron los ARNss que se muestran en la FIG. 10. En la FIG. 10, los numeros en la parte derecha
indican los numeros de identificacion de la secuencia. En la FIG. 10, desde el extremo en la posicién 5', una region
indicada con letras en minusculas subrayada es la region mencionada anteriormente (Xc); una regién indicada con
letras en mayusculas subrayada es la region interna mencionada anteriormente (Z); y una region indicada con letras
en minusculas subrayada es la region mencionada anteriormente (Yc). Ademas, "Xc+Yc/X+Y" indica la proporcion
entre la longitud de bases total de las regiones mencionadas anteriormente (Xc) e (Yc) y la longitud de bases total de
las regiones mencionadas anteriormente (X) e (Y). En la FIG. 10, ™" indica una base no emparejada.

62



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 645996 T3

En cada uno de los ARNSss, la longitud de las bases de la region conectora (Lx) se establecié en 7, la longitud de las
bases de la region conectora (Ly) se establecid en 4, la longitud de las bases de la region mencionada anteriormente
(Yc) se establecié en 1, y se establecido que la 22 base desde el extremo en la posicion 3' de la region interna
mencionada anteriormente (Z) era una base no emparejada. A continuacion, se cambiaron la longitud de las bases
de la region interna mencionada anteriormente (Z) y la longitud de las bases de la regidon mencionada anteriormente
(Xc).

A menos que se especifique de otro modo, la transfeccion de los ARN mencionados anteriormente en células,
HCT116, cultivo, recogida de ARN, sintesis de ADNc, y PCR se realizaron de la misma manera que para el Ejemplo
C1 mencionado anteriormente, y se calculd el valor relativo del nivel de expresion genética de GAPDH. En las
condiciones para la transfeccion mencionada anteriormente, la composicion por pocillo mencionada anteriormente
era la misma que la usada en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2

(Composicioén por pocillo: pl)

medio de cultivo 400

(A) Lipofectamina 2000 1,5

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

(2) Resultados y Consideracion

Los resultados de los mismos se muestran en la FIG. 11. La FIG. 11 es un grafico que muestra el nivel relativo de
expresion genética de GAPDH cuando cada uno de los ARN se usé a la concentracion final de 1 nmol/l. Como se
puede observar a partir de la FIG. 11, se encontré que todos los ARNss con las longitudes variables de las regiones
mencionadas anteriormente (X), (Xc), (Y), e (Yc) inhibian la expresion genética de GAPDH.

Aunqgue la presente invencion se ha descrito anteriormente en referencia a realizaciones ilustrativas, la presente
invencion no se limita en modo alguno a las mismas.

Aplicabilidad industrial

La molécula de ssPN de la presente invencion puede inhibir la expresion genética. Dado que no es circular, su
sintesis es facil. Dado que se trata de una sola hebra que no require una etapa de hibridacién para una doble hebra,
se puede producir de forma eficaz. Ademas, dado que la region conectora mencionada anteriormente contiene el
resto no nucleotidico mencionado anteriormente, por ejemplo, la alteracion convencional de un resto de nucleétido
no es la opcion limitada pero, por ejemplo, también es posible una alteracion tal como la modificaciéon de la region
conectora mencionada anteriormente y similares. Por lo tanto, dado que la molécula de ssPN de la presente
invencion puede inhibir la expresion de un gen diana como se ha descrito anteriormente, ésta es util como, por
ejemplo, un producto farmacéutico, un agente de diagnéstico, un agente quimico agricola, y como una herramienta
para realizar investigacion en ciencias médicas, ciencias bioldgicas, y similares.

Listado de secuencias

<110> BONAC CORPORATION

<120> Molécula de acido nucleico monocatenario que tiene una cadena principal de aminoacidos
<130> TF12064WO

<150> JP 2012-001711
<151>2012-01-07

<150> JP 2012-026745
<151>2012-02-09

<160> 66
<170> PatentIn version 3.5

<210>1
<211>3
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<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARN sintético

<400> 1
gaa 3

<210> 2

<211> 26

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 2
ggcuguuguc auacuucuca ugguuc 26

<210> 3

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 3
caugagaagu augacaacag cc 22

<210> 4

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 4
caugagaagu augacaacag ccggcuguug ucauacuucu caugguucga a

<210>5

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region que inhibe expresion

<400> 5
guugucauac uucucaugg 19

<210> 6

<211> 26

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 6
ggcuuucacu uaucguugau ggcuuc 26

<210>7

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 7
ccaucaacga uaagugaaag cc 22

<210> 8

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 8
ccaucaacga Uaagugaaag ccggcuuuca cuuaucguug auggcuucga a

<210>9

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 9
caugagaagu augacaacag ccggcuguug ucauacuucu caugguucga a

<210> 10

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 10
ccaucaacga Uaagugaaag ccggcuuuca cuuaucguug auggcuucga a

<210> 11

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
ggagaaggct ggggctcatt tgc 23

<210> 12

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
tggccaggag tgctaagceag ttg 23

<210> 13

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 13
gccacggctg cttccagcetc ctc 23

<210> 14

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
aggtctttgc ggatgtccac gtcac 25

<210> 15

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia que inhibe expresion

<400> 15
aaagucaaug uacagcugcu u 21

<210> 16

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia que inhibe expresion

<400> 16
auuguaacga gacaaacac 19

<210> 17

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia que inhibe expresion

<400> 17
uugcgcuuuu uggugacgce 19

<210> 18

<211> 48

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 18
ccaugagaag uaugacaaca gccggcuguu gucauacuuc ucaugguu

<210> 19

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 19
cagcuguaca uugacuuuag ccggcuaaag ucaauguaca gcugcuucga a
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<210> 20

<211> 50

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 20
agcuguacau ugacuuuagc cggcuaaagu caauguacag cugcuucgaa 50

<210> 21

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 21
agcagcugua cauugacuuu agccggcuaa agucaaugua cagcugcuuc g 51

<210> 22

<211> 50

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 22
gcagcuguac auugacuuua gccggcuaaa gucaauguac agcugcuucg 50

<210> 23

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 23
ugucagugcu cauuuacaag ccggcuugua aaugagcacu gacacuucga a 51

<210> 24

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 24
aaccaugaga aguaugacaa cagccccaca ccggcuguug ucauacuucu caugguucuu

cg

<210> 25

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 25
accaugagaa guaugacaac agccccacac cggcuguugu cauacuucuc augguucuuc

g9
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<210> 26

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 26
ccaugagaag uaugacaaca gccccacacc ggcuguuguc auacuucuca ugguucuucg

ga

<210> 27

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 27
caugagaagu augacaacag ccccacaccg gcuguuguca uacuucucau gguucuucgg

aa

<210> 28

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 28
augagaagua ugacaacagc cccacaccgg cuguugucau acuucucaug guucuucgga

ac

<210> 29

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 29
ugagaaguau gacaacagcc ccacaccggc uguugucaua cuucucaugg uucuucggaa

cc

<210> 30

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 30
agaaguauga caacagcccc acaccggcug uugucauacu ucucaugguu cuucggaacce

au

<210> 31

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> molécula de acido nucleico

<400> 31
aaguaugaca acagccccac accggcuguu gucauacuuc ucaugguucu ucggaaccau

ga

<210> 32

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 32
guaugacaac agccccacac cggcuguugu cauacuucuc augguucuuc ggaaccauga

ga

<210> 33

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 33
augacaacag ccccacaccg gcuguuguca uacuucucau gguucuucgg aaccaugaga

ag

<210> 34

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 34
acaacagccc cacaccggcu guugucauac uucucauggu ucuucggaac caugagaagu

au

<210> 35

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 35
aacagcccca caccggcugu ugucauacuu cucaugguuc uucggaacca ugagaaguau

ga

<210> 36

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 36
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cagccccaca ccggcuguug ucauacuucu caugguucuu cggaaccaug agaaguauga

ca

<210> 37

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 37
agccccacac cggcuguugu cauacuucuc augguucuuc ggaaccauga gaaguaugac

aa

<210> 38

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 38
gccccacace ggcuguuguc auacuucuca ugguucuucg gaaccaugag aaguaugaca

ac

<210> 39

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 39
ccccacaccg gcuguuguca uacuucucau gguucuucgg aaccaugaga aguaugacaa

ca

<210> 40

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 40
cccacaccgg cuguugucau acuucucaug guucuucgga accaugagaa guaugacaac

ag

<210> 41

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 41
ccacaccggc uguugucaua cuucucaugg uucuucggaa ccaugagaag uaugacaaca

gc

<210> 42
<211> 62
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<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 42
cagcuguaca uugacuuuag ccccacaccg gcuaaaguca auguacagcu gcuucuucgg

aa

<210> 43

<211> 61

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 43
agcuguacau ugacuuuagc cccacaccgg cuaaagucaa uguacagcug cuucuucgga

a

<210> 44

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 44
agcagcugua cauugacuuu agccccacac cggcuaaagu caauguacag cugcuucuuc

g9

<210> 45

<211> 61

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 45
gcagcuguac auugacuuua gccccacacc ggcuaaaguc aauguacagc ugcuucuucg

g

<210> 46

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 46
uguuugucuc guuacaauau CCCCacaccg gauauuguaa cgagacaaac acuccuucgg

ga

<210> 47

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico
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<400> 47
aguguuuguc ucguuacaau auccccacac cggauauugu aacgagacaa acacuccuuc 60

ag 62

<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 48
aaagctgcca atgccecteg ace 23

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 49
taggtgggtg gccectegtet tg 22

<210> 50

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 50
cgucaccaaa aagcgcaauu ccccacaccg gaauugcgcu uuuuggugac gcuucuucgg 60

aa 62

<210> 51

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 51
agcgucacca aaaagcgcaa uuccccacac cggaauugcg cuuuuuggug acgcuucuuc 60

g9 62

<210> 52

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52
ctggacatca agctggccct ggac 24

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador

<400> 53
caccagcttg cgcatggcca cttc 24

<210> 54

<211> 64

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 54
aaccaugaga aguaugacaa cagccccaca ccggcuguug ucauacuucu caugguucgu

ucgc

<210> 55

<211> 62

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 55
accaugagaa guaugacaac agccccacac cggcuguugu cauacuucuc augguucuuc

g9

<210> 56

<211> 60

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 56
accaugagaa guaugacaac agcccacace gcuguuguca uacuucucau gguucuucgg 60

<210> 57

<211> 58

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 57
ccaugagaag uaugacaaca gcccacaccg cuguugucau acuucucaug guuuucga 58

<210> 58

<211> 58

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 58
accaugagaa guaugacaac agccacaccec uguugucaua cuucucaugg uucuucgg 58

<210> 59

<211> 56

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> molécula de acido nucleico

<400> 59

ccaugagaag uaugacaaca gccacacccu guugucauac uucucauggu uuucga

<210> 60

<211> 54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 60

caugagaagu augacaacag ccacacccug uugucauacu ucucaugguu ucga

<210> 61

<211> 54

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 61

ccaugagaag uaugacaaca ccacaccugu ugucauacuu cucaugguuu ucga

<210> 62

<211> 52

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 62

ES 2 645996 T3

caugagaagu augacaacac cacaccuguu gucauacuuc ucaugguuuc ga

<210> 63

<211> 26

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 63
ggaaucgaag uacucagcgu aaguuc

<210> 64

<211> 24

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 64
acuuacgcug aguacuucga uucc

<210> 65

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 65

24
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acuuacgcug aguacuucga uuccggaauc gaaguacuca gcguaaguuc g

<210> 66

<211> 51

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> molécula de acido nucleico

<400> 66
acuuacgcug aguacuucga uuccggaauc gaaguacuca gcguaaguuc g
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico monocatenario que comprende una secuencia inhibidora de la expresién que
inhibe la expresion de un gen diana, y que comprende la region (X), la region (Y), la regiéon conectora (Lx), la region
conectora (Ly), la regién (Xc) y la region (Yc), en donde

la region conectora (Lx) esta unida entre la region (X) y la region (Xc),

la region conectora (Ly) esta unida entre la region (Y) y la region (Yc),

la region (Xc) es complementaria a la region (X),

la region (Yc) es complementaria a la region (Y),

una region inteARN (Z) esta formada por la region (X) y la region (Y) que estan unidas entre si,

al menos una de la region (Z), la region (Xc) y la region (Yc) contiene la secuencia inhibidora de la expresion, y

la regidn conectora (Lx) y la regién conectora (Ly) estan representadas por la siguiente férmula (I-1) o (I-4) en
donde n es un numero entero de 0 a 30 y m es un nimero entero de 0 a 30:

E/ﬁk/\f oy

(I —1)
NH,
2
O\(\jJ\ ’ H 0
< H%ﬁ,\f
o}
(I1—4)

opcionalmente en donde,
(i) enla formula (I-1),n =11y m = 12;
(i)enlaféormula (I-1),n=5ym=4;0
(iii) en la formula (I-4), n=5y m =4.

2. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 1, en donde el nimero de bases (X) en la
region (X) y el nimero de bases (Xc) en la regiéon en la posicion 5' (Xc) satisfacen la condiciéon de la siguiente
férmula (3) o (5):

X > Xc e+ (3)
X = Xc *** (5),
opcionalmente en donde:

(a) el numero de bases (X) en la regién (X) y el nimero de bases (Xc) en la region en la posicion 5' (Xc)
satisfacen la condicion de la siguiente formula (11):

X-Xc=1,203°(11); ylo
(b) el numero de bases (Xc) en la region (Xc) es de 19 a 30.

3. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 2, en donde:
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(a) el nimero de bases (X) en la regién (X), el numero de bases (Y) en la region (Y), el nimero de bases (Xc) en
la region (Xc) y el nimero de bases (Yc) en la region (Yc) satisfacen la condicion de la siguiente férmula (2) :

Z=Xc + Yc e (2); ylo

(b) el numero de bases (X) en la region (X), el nimero de bases (Xc) en la region (Xc), el numero de bases (Y)
en la region (Y), y el numero de bases (Yc) en la region (Yc) satisfacen cualquiera de las siguientes condiciones

(iya(iv) :
(i)
X > Xc e+ (3)

Y = Yc o (4)
(i)

X = XC +* (5)
Y > Yc *+ (6)

(iii)

X > Xc o= (7)

Y > Yc ** (8)

(iv)

X = Xc e+ (9)

Y =Yc * (10),
opcionalmente en donde,

en las condiciones (i) a (iv), la diferencia entre el nimero de bases (X) en la region (X) y el nUmero de bases (Xc)
en la region (Xc), y la diferencia entre el nimero de bases (Y) en la region (Y) y el nimero de bases (Yc) en la
region (Yc) satisfacen las siguientes condiciones:

(i)
X-Xc=1,203c¢¢(11)
Y -Yc=0c¢-(12)

(i)

X-Xc=0-¢=(13)
Y-Yc=1,203° (14)
(iii)
X-Xc=1,203c¢-(15)
Y-Yc=1,203¢°(16)
(iv)

X-Xc=0-¢=(17)

Y -Yc=0-e-(18).

4. La molécula de acido nucleico monocatenario segun la reivindicacion 2 o 3, en donde:
(a) el numero de bases (Xc) en la region (Xc) es de 1 a 11,
opcionalmente en donde

(i) el nimero de bases (Xc) en la region (Xc) esde 1a 7; 0

(i) el nUmero de bases (Xc) en la region (Xc) es de 1 a 3; y/o
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(b) el numero de bases (Yc) en la region (Yc) esde 1 a 11,
opcionalmente en donde
(i) el nimero de bases (Yc) enlaregion (Yc)esde1a 7,0
(i) el nimero de bases (Yc) en la region (Yc) esde 1 a 3.
5. La molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4:
(a) que comprende al menos un resto modificado; y/o
(b) que comprende adicionalmente una sustancia de etiquetado; y/o
(c) que comprende adicionalmente un is6topo estable; y/o
(d) que es una molécula de ARN; y/o
(e) en donde el numero total de bases en la molécula de acido nucleico monocatenario es de 50 o mas; y/o
(f) en donde la expresion del gen esta inhibida por ARN de interferencia.
6. Una composicion para inhibir la expresion de un gen diana, composicion que comprende:
la molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
7. Una composicion farmacéutica que comprende:
la molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
8. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 7, para su uso en el tratamiento de inflamacion.

9. Un método in vitro para inhibir la expresion de un gen diana, que comprende el uso de la molécula de acido
nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, preferiblemente

(a) que comprende la etapa de administrar la molécula de acido nucleico monocatenario a una célula, un tejido, o
un 6rgano; y/o

(b) en donde la expresion del gen esta inhibida por ARN de interferencia.

10. Un método in vitro para inducir ARN de interferencia que inhibe la expresion de un gen diana, que comprende el
uso de la molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

11. Uso de la molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 in vitro
para:

(a) inhibir la expresion de un gen diana; o
(b) inducir ARN de interferencia.
12. Una molécula de acido nucleico para uso en el tratamiento de una enfermedad, en donde

la molécula de acido nucleico es la molécula de acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, y la molécula de acido nucleico monocatenario comprende, como secuencia inhibidora de la
expresion, una secuencia que inhibe la expresion de un gen que causa la enfermedad.

13. Un monodmero para sintesis de molécula de acido nucleico, que tiene la estructura de la siguiente férmula (ll-1) o
(1-4) :

78



10

15

ES 2 645996 T3

O
o Ny Vo
R21/ N \6%/ \RH
n H m
0

(T 1T—1)
R1D1
|
( NH
0
0] ! ﬂ O
R21/ N H \RH
n H m
0
(I 1—4)

en donde R" y R?" son cada uno independientemente H, un grupo protector o un grupo protector de fosfato y

101

en la férmula (1I-4), R es, independientemente de R y R21, H, un grupo protector o un grupo protector de fosfato,

en donde:
(a) enla férmula (1I-1), n =11y m = 12;
(b) en la férmula (II-1), n=5ym =4; 0
(c) enlaformula (Il-4), n=5ym =4.
14. El monémero segun la reivindicacion 13:
(a) que comprende adicionalmente una sustancia de etiquetado; y/o
(b) que comprende adicionalmente un isétopo estable; y/o
(c) para uso en sintesis automatizada de acido nucleico.

15. Un método para producir una molécula de acido nucleico, que comprende el uso del monémero segun una
cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14, opcionalmente en donde la molécula de acido nucleico es la molécula de
acido nucleico monocatenario segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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Fig. 3
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Fig. 5

aaccalgadaaguaudacaacage cCCRCACCEGOUCUUGUCAUACUICUCRUGGUUCT I g -3¢/

accaugagaaguaauqgacadacagecCCACACCEECUGUUGUCAUACG! WCUG&UGGU&C:RTCGQ_ -3¢

ccaugagaagquaugacaacaqectCACACCCECUSUUGUCAUACUUCTCAUGETUCIIC Cop - 37

caudagaadguatda caacagecCCACACCOCCUGNIGUCAUACUL CUICALT G&IUGJ'J C&gaa -3'
augadaaguaaqaca acaqooCACRCCGECUGYUGUD QUAGUUQUCAUEGUU CTICGgaac ~3f

agadaaqualgacaacaqecCCACACCGEOUSUUGU CRUACIL ug&ﬁGGUUC‘J‘JCGm -3

agaaguaugacaacagqecCCACACCLGOO GWGUCALE\CWCU&HUGGWCTJ CGgaaccan -3’

aaquaagacasacagecCCACACC GGCUGUUGUCAUAGU’UEUGAUGGUU_({JUCGgaa ccauga -3/

quaugacaacagecCCACACCGECUCUUGUCAVACOUCUCAVGEUUCTICGgaacoangaga ~37

augacaseagecCCACACCEECUCUUGUEALACUUCUCAUGEUUCTIC Gqaaonangaqaag -3

acaacaqcccCACACCGGCUGUUGUEAUACWGUUAUGGUUC:TJCGg'aaccaugagaaggau -3

aacageccC 'CACACCGGCUGUU%UGAU}\CUUCUCBUGQQQUJU CEgaacoangagaaquanga -3¢

EﬂﬂﬁsﬂCACACCGﬁQ!QﬁgﬁnﬂauaﬂuuﬂuﬁﬂuﬁﬁuﬂﬁuUCGsaaggangagaagﬂaﬂﬂaﬂa-3'
x

AgCCCCACACCEELURICUCAUACIUCUCAUCGIIC TICCgaaccalgRgaaguangacas -3/

X
qecCCaCACCEoCUGUIGUCAUACTUCUGAGGUUCTIC Cgaaccalgagaaquatgacaac -3/

gcCE!,C?_CCGGéUGUUGUGn.UnCUUCUGAUGGUUC’J:JCGggaccau_qa@a@augacaaaa -3

b3 .
cCCACACCEECUGHUGUEAUA CUUCUCAUGEUUCI I Cgaacoaqaganguangacaacag -3/

SCACACCEECUSUUCUCAUACUUCUCAUGSUUC FIC Cgaacoaudaqaagquaugacaasags -37
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Fig. 6
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