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DESCRIPCION
Nuevos ligandos de RIG-l y métodos para producirlos

La presente invencion se refiere a nuevos oligonucleétidos modificados con trifosfato que podrian actuar como
ligandos de RIG-I, asi como una composicion farmacéutica que comprende los mismos, tal y como esta definido en
las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

Schlee et al., en Immunity, 2009, 31, 25-34 y Nature Structural & Molecular Biology, 2010, 17, 781-787, describen
ARN bicatenarios con extremos romos que llevan un resto 5’-O-trifosfato en una de las hebras y que actian como
estimulantes potentes del sistema inmunitario al fijarse a la helicasa RIG-I. Asi pues, existe la necesidad de dar a
conocer un método simple y eficaz para preparar oligonucleétidos modificados con trifosfato de gran pureza, idoneos
para las aplicaciones farmacéuticas.

Se conoce bien en la técnica el acoplamiento de grupos trifosfato o de analogos de los mismos al grupo 5’-OH de
compuestos nucleosidicos. Ludwig J. et al.,, en J. Org. Chem., 1989, 54, 631-635, describen un método de
trifosforilacion en solucién para la preparacion de los 5°-O-trifosfatos de nucledsidos y analogos mediante el uso de
la 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona como agente fosfitilante. Gaur R. K. et al., en 1992, Tetrahedron
Letters, 33, 3301-3304, describen el uso de dicho método en fase soélida para la sintesis de los 5’-O-trifosfatos de 2’-
O-metilribonucledsido y sus analogos Pg-tio. En la patente de los EE. UU. 6.900.308 B2 se describe la sintesis en
fase solida de los 5’-O-trifosfatos de nucledsido modificados como posibles compuestos antiviricos, y en las patentes
de los EE. UU. n.°s 7.285.658, 7.598.230 y 7.807.653 se describen trifosfatos de analogos de nucledsidos con
modificaciones en el azucar, en la nucleobase y en la entidad del trifosfato.

En la solicitud de patente internacional WO 96/40159 se describe un método para producir ARN con caperuza o
moléculas analogas al ARN, en donde un ARN u oligonucledtido con analogos al ARN se hace reaccionar con un
agente fosfitilante, tal como la 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona o un derivado de la misma con
sustituciones en el anillo. El intermedio resultante se hace reaccionar con un fosfato o pirofosfato o sal del mismo,
oxidado o hidrolizado. Al ARN di- o trifosforilado o el analogo de ARN se le afiade la caperuza al hacerlo reaccionar
con un tri-, di- o monofosfato o analogo de m’G activada.

En la solicitud de patente internacional WO 2009/060281 se describen analogos de oligorribonucleétidos
inmunoestimulantes que contienen restos de oligofosfatos modificados y métodos para preparar tales compuestos.
Este método incluye la sintesis del oligonucledétido en un soporte solido, la reaccion de un nucleétido en un extremo
en 5’ del oligonucledétido con un fosfitilante, tal como la 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona en un solvente
idoneo y en presencia de una base, la reaccion del oligonucledtido fosfitlado con un pirofosfato o analogo de
pirofosfato, la oxidacién del oligonucleétido con un oxidante, y la desproteccion del oligonucleétido para dar un
oligonucledtido modificado con trifosfato o con analogo de trifosfato.

La electroforesis en gel de poliacrilamida, tal y como se empled en la solicitud de patente internacional WO 96/40159,
es aplicable sdélo a las separaciones a pequefia escala. El poder de resolucion de la cromatografia de intercambio
iénico es insuficiente para los productos 5-mono-, di- o trifosforilados de los oligorribonucleétidos mas largos. Las
condiciones de desnaturalizacién necesarias hacen que la separacion sea una tarea tediosa (Sproat, 1999; Zlatev et
al. Organic Letters 12 (10): 2190-2193 (2010); solicitud de patente internacional WO 2009/060281), ademas, los
productos suelen estar contaminados con secuencias de longitud n — 1 y n — 2, y sus mono- y difosfatos, lo que hace
que no estén suficientemente puros. Dada la sensibilidad por las estructuras terminales precisas de los ligandos de
RIG-I, estos métodos de purificacion son suboptimos para las aplicaciones farmacoldgicas.

Los documentos WO 2011/02818 A1 y WO 2012/130886 y EP 2508530 A1 describen oligonuclettidos 5'-
trifosforilados, composiciones farmacéuticas que comprenden dichos oligonucleétidos, asi como la sintesis de dichos
oligonucledtidos 5'-trifosforilados.

Asi pues, son muy necesarios nuevos oligonucleétidos trifosforilados y analogos de los mismos, en particular que
tengan selectividad por RIG-I, asi como los métodos para preparar tales compuestos.

La presente invencion se refiere a nuevos oligonucleétidos 5'-trifosforilados que se pueden producir a gran escala
para el posible uso clinico.

Mas en concreto, la presente invencion hace referencia a un oligonucleétido que comprende una hebra sentido y
una hebra antisentido, en donde el oligonucleétido comprende

una hebra sentido que comprende la secuencia de nucleétidos



10

15

20

25

30

35

ES 2679373 T3

5" GACGCUGACCCUGAA,,GUUCAUCkFToUspoU 3. y

una hebra antisentido que comprende la secuencia de nucleétidos

3" CUGWCGACUGGGACUUCAAGUAGPTOAPTOA 5.

una hebra sentido que comprende la secuencia de nucleétidos

5" Gp1oAPToCGCUGACCCUGAARGUUCAUCeToUrPTOU 3. y

una hebra antisentido que comprende la secuencia de nucleétidos

3’ CUGHCGACUGGGACUUCAAGUAGPToAPTOA 5.

en donde
el nucledtido con subindice m esta 2’-O-metilado;
el nucledtido con subindice f es 2'-fluoro; y

el subindice PTO entre dos nucleétidos indica que dichos dos nucleétidos estan conectados por un enlace de
fosfotioato; y

en donde la hebra sentido comprende un trifosfato en el extremo 5'.
En una realizacion preferida de la presente invencion, el oligonucleétido es un ligando de RIG-I.

En otro aspecto, la presente invencioén se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende un oligonucleétido
de la presente invencion. La composicion farmacéutica se podria administrar sistémicamente, p. ej., por via
intraperitoneal, intramuscular o intravenosa, o localmente, tal como por via intranasal, subcutanea, intradérmica o
intratecal. En una realizacién preferida, la composiciéon farmacéutica es para la administracion intradérmica, tal como
mediante tatuaje, micropuncion y/o parches con microagujas.

También se describe un método de preparacion cémodo para tales oligonucledtidos. Ademas, se describen
modificaciones de oligonucledtidos que instauran, mantienen y/o mejoran la selectividad por RIG-I que tienen los
oligonucledtidos, o que mejoran su estabilidad quimica.

Asi pues, la presente descripcion hace referencia a un oligonucleétido modificado de formula (1)
Vs V3 ﬁx

Z—Y—X—P—Wy;—P—W,—P—W,—ON

Vg A Vs |
en donde V4, V3 y Vs se seleccionan independientemente en cada caso de O, Sy Se;
V2, V4 'y Ve se seleccionan independientemente en cada caso de OH, OR', SH, SR, F, NHz, NHR', N(R"), y BHs"M*,
WiesOo0 S,
Wzes O, S, NH o NR?,
Wses O, S, NH, NR? CH,, CHHal o C(Hal)s,

R', R? y R3 se seleccionan de alquilo(C+), alquenilo(C2s), alquinilo(Cz.6), acilo(C26) 0 un grupo ciclico, cada uno
optativamente sustituido,

o en donde dos R' podrian formar un anillo junto con un atomo de N fijado a ellos,
M* es un cation,

XesNH,NR3 Oo0S,

Z representa una etiqueta de captura o H,

Y representa un enlace o un conector que conecta la etiqueta de capturaa X, y

3
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ON representa un oligonucleotido que comprende al menos 4 elementos fundamentales nucleotidicos o de analogos
de nucleotidos.

El término «oligonucledtido» en el contexto de la presente descripcion abarca los compuestos que comprenden
numerosos, p. €j., al menos 4, elementos fundamentales nucleotidicos o de analogos de nucledtidos.
Preferiblemente, el oligonucleétido comprende de 6 a 100, p. ej., de 20 a 40 elementos fundamentales. los
elementos fundamentales nucleotidicos o de analogos de nucledtidos podrian comprender subunidades
nucleosidicas o de analogos de nucledsidos conectadas por enlaces entre subunidades. Las subunidades
nucleosidicas incluyen subunidades de desoxirribonucledsidos, subunidades de ribonucledsidos y/o analogos de los
mismos, en concreto analogos nucleosidicos modificados en el azicar y/o en la nucleobase. Ademas, los
oligonucledtidos podrian comprender elementos fundamentales no nucleotidicos y/o otras modificaciones de los
extremos y/o de las cadenas laterales.

En las subunidades con el azicar modificado preferidas, el 2-OH de una subunidad ribonucleosidica esta
remplazada por un grupo seleccionado de OR, R, halo, SH, SR, NH,, NHR, NR? o0 CN, en donde R es alquilo(C1.g),
alquenilo(Cz.6) 0 alquinilo(Cz.s), y halo es F, Cl, Br o |. En otras subunidades con el aztucar modificado preferidas, la
ribosa podria estar sustituida, p. ej., por otro azucar, por ejemplo, una pentosa, tal como arabinosa. Esta
modificacion del azdcar se podria combinar con modificaciones del 2°-OH tal y como esta descrito mas arriba, tal
como en las subunidades de 2’-fluroarabinonucledsido. Aun otras subunidades con el azdcar modificado preferidas
incluyen nucledsidos bloqueados (ANB) o 2’,3-seco-nucledsidos (AND). En los elementos fundamentales
nucleosidicos con la nucleobase modificada preferidos, se utiliza una nucleobase no estandar, p. €j., nucleobase que
que no aparece en la naturaleza, en vez de una nucleobase estandar. Ejemplos de nucleobases no estandares son
los uracilos o las citosinas modificados en la posicion 5, p. €j., 5-(2-amino)propiluracilo o 5-bromouracilo; hipoxantina;
2,6-diaminopurina; adeninas o guaninas modificadas en la posicién 8, p. €j., 8-bromoguanina; desazanucleosidos, p.
ej., 7-desazaguanina o 7-desazaadenina; o nucleobases O- y N-alquiladas, p. ej., Né-metiladenina o N® NE-
dimetiladenina. Otros analogos de nucleobases idoneos se podrian seleccionar de analogos de nucleobases
universales, tales como 5-nitroindol.

El enlace entre las subunidades podria ser un enlace fosfodiéster o un enlace modificado, p. €j., un fosforotioato,
fosforoditioato, metilfosfonato, fosforamidato, boranofosfato u otro enlace modificado que sea conocido por el
experto en la técnica.

El oligonucledtido se podria seleccionar de analogos de desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos y oligonucledtidos.
Los analogos de desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos y/u oligonucledtidos podrian estar modificados
quimicamente en el nucledsido y/o la subunidad de ribosa del analogo, desoxirribonucledtido, ribonucleétido y/u
oligonucledtido. Los analogos de desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos podrian comprender al menos una
subunidad de desoxirribonucledsido o de ribonucledsido y al menos una subunidad nucleosidica modificada y/o al
menos un enlace entre subunidades modificado, p. €j., tal y como esta descrito mas arriba. Los analogos de
oligonucledtidos podrian también consistir en su totalidad en subunidades nucleosidicas modificadas.

El oligonucledtido podria ser una molécula monocatenaria o una molécula bicatenaria. Los oligonucleétidos
bicatenarios podrian comprender hebras completa o parcialmente complementarias. Las moléculas bicatenarias
podrian tener los extremos romos o comprender al menos una protuberancia, p. €j., una protuberancia en 5’ 0 3'. Las
protuberancias, si estan presentes, estan preferiblemente localizadas en el extremo distal de la molécula (con
respecto al grupo trifosfato/analogo de trifosfato). Los oligonucleétidos bicatenarios podrian también comprender una
estructura en horquilla, en donde el duplex esta cerrado por un lazo en el extremo distal del mismo (con respecto al
grupo ftrifosfato/analogo de trifosfato). El lazo podria comprender elementos fundamentales nucleotidicos y/o no
nucleotidicos, por ejemplo, elementos fundamentales con dioles, tales como restos de etilenglicol, p. €.,
tri(etilén)glicol o hexa(etilén)glicol; propano-1,3-diol; dodecano-1,12-diol o 3,12-dioxa-7,8-ditiatetradecano-1,14-diol.

En una realizacién preferida, las moléculas bicatenarias tienen los extremos romos, en concreto en el extremo
proximal de las mismas (con respecto al grupo trifosfato/analogo de trifosfato).

Segun una realizaciéon especialmente preferida, el oligonucleétido es bicatenario, en donde cada hebra de la doble
cadena tiene una longitud de al menos 19 nucledtidos. Se prefiere en especial un oligonucleétido bicatenario con
extremos romos de tal longitud. Segun otra realizacién preferida, cada hebra del oligonucleétido tiene una longitud
de al menos 19 a 50 nucledtidos, de 19 a 30 nucledtidos, de 20 a 30 nucledtidos, de 22 a 28 nucledtidos, se
prefieren especialmente de 22 a 26 nucleétidos.

El oligonucledtido podria comprender otras modificaciones en los extremos y/o de las cadenas laterales, p. €j., la
unién covalente de entidades que actian selectivamente sobre una célula. Estas entidades podrian promover la
captacion celular o la captacion especifica de célula, e incluyen, por ejemplo, lipidos, vitaminas, hormonas, péptidos,
oligosacaridos y analogos de los mismos. Las entidades que actian selectivamente podrian estar, p. €j., unidas a los
elementos fundamentales con nucleobases modificadas o no nucleotidicos mediante los métodos conocidos por el
experto en la técnica.

Segun una realizacion preferida, las modificaciones instauran y/o realzan la selectividad del oligonucleotido por una
4
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diana dada. En una realizacion particularmente preferida, se instaura o se mejora la selectividad por RIG-I que tiene
el oligonucledtido. Los métodos para determinar la selectividad por RIG-I que tiene un oligonucleétido dado se
describen en la presente memoria con detalle (consultense los ejemplos) y/o los conoce el experto en la técnica.

Segun otra realizacion preferida, las modificaciones quimicas mantienen o mejoran la estabilidad quimica del
oligonucledtido. El experto en la técnica conoce los métodos para determinar la estabilidad quimica de un
oligonucledtido dado. Tales métodos estan descritos también, p. €j., en los ejemplos.

Segun una realizacion preferida, las modificaciones quimicas del oligonucleétido se seleccionan independientemente
del grupo que comprende halogenacion, en concreto, F-halogenacion, 2’-O-alquilacién, en concreto, 2’-O-metilacion
y/o modificaciones con fosforotioato de los enlaces entre nucledtidos. En concreto, la F-halogenacion y las
modificaciones con fosforotioato incrementan la estabilidad del oligonucledtido, mientras que la 2’-O-metilacion
instaura o incrementa la selectividad por RIG-I que tiene el oligonucledtido. Las 2’-O-metilaciones también son
capaces de modificar la inmunogenia del ARN. En una realizacion preferida, un oligonucleétido sélo comprende una
o dos 2’-O-metilaciones por hebra, mas preferiblemente una 2’-O-metilaciéon por hebra.

La sustitucion 2’-F es particularmente preferida. En la posicion 2’ de la ribosa, el grupo hidroxilo esta sustituido por
fluoro. Las sustituciones 2'-F en los ARN dan lugar, en particular, a una mejora de la estabilidad frente a la digestion
por las nucleasas. En oftra realizacion, una 2-fluoro-sustitucion podria aumentar en particular una
inmunoestimulacion dependiente de RIG-I.

En la presente memoria, los compuestos con fosforotioato hacen referencia en general a modificaciones con
fosforotioato de los enlaces entre los nucleétidos.

Se prefieren en especial los compuestos modificados con fosforotioato que tienen una modificacion en el extremo
terminal del oligonucleétido. Durante la modificacion con fosforotioato, el atomo de oxigeno sin fijar del fosfato
puente se sustituye por un atomo de azufre en el esqueleto de un &acido nucleico. Esta sustitucion reduce
significativamente la capacidad de escision de esta posicion por la accion de las nucleasas, y da lugar a una mayor
estabilidad de la hebra del acido nucleico.

En una realizacion especialmente preferida, un oligonucleétido de acuerdo con la presente invencion muestra F-
halogenacién, metilacion, en particular 2’-O-metilacion, asi como modificaciones con fosforotioato, en particular en
un extremo terminal del oligonucledétido.

Los patrones de identificacion de un oligonucleétido dado dependen de la secuencia y de la longitud de un
oligonucledtido y se pueden determinar para cada oligonucledtido dado. El experto en la técnica conoce
perfectamente como llevar a cabo esta determinacion.

Tal y como ya esta explicado mas arriba, en la presente descripcion se describen con detalle tales métodos para
determinar la selectividad por RIG-I y/o la estabilidad de un oligonucleétido dado.

El oligonucledtido de la férmula (1) o (IV) comprende un grupo trifosfato/analogo de trifosfato. En este grupo, Vi, Va 'y
Vs se seleccionan independientemente de O, S y Se. Preferiblemente, V4, V3 y Vs son O. Vz, V4 y Ve en cada caso se
seleccionan independientemente de OH, OR', SH, SR', F, NHz, NHR', N(R"), y BHz"M*. Preferiblemente, V2, V4 y Vs
son OH. R! podria ser alquilo(C1s), alquenilo(C2s), alquinilo(C2), acilo(Cz) 0 un grupo ciclico, p. €j., un grupo
ciclo(hetero)alquilo(Csg), un grupo ciclo(hetero)alquenilo(Cs.g), fenilo o un grupo heteroarilo(Cs.s), en donde los
heteroatomos se seleccionan de N, O y S. Ademas, dos R' podrian formar un anillo, p. €j., un anillo de 5 o 6
miembros junto con un atomo de N unido a ellos. R! también podria comprender sustituyentes, tales como halo, p.
ej., F, Cl, Br o I, O(halo)alquilo(C1-2) y, en el caso de los grupos ciclicos, (halo)alquilo(C1.2). M* podria ser un catién
organico o inorganico, p. €j., un catiéon de metal alcalino o un amonio o un catién de amina.

W, podria ser O o S. Preferiblemente, W1 es O. W podria ser O, S, NH o NR2. Preferiblemente, W» es O. W3 podria
ser O, S, NH, NR?, CH,, CHHal o C(Hal),. Preferiblemente, W3 es O, CH, o CF,. R? podria seleccionarse de grupos
como los descritos para R' mas arriba. Hal podria ser F, Cl, Bro I.

De acuerdo con una realizaciéon especialmente preferida, V1, Va2, V3, Va4, Vs, Vs, W1, W2 y W3 son O.

El grupo trifosfato/analogo de trifosfato esta preferiblemente unido a un extremo del oligonucleétido. Preferiblemente,
el grupo esta unido al extremo 5 del oligonucleétido, en particular al grupo 5-OH del azicar del extremo 5 del
mismo.

Tal y como se define en la presente memoria, Z representa una etiqueta de captura o H. La etiqueta de captura Z
puede definirse funcionalmente mediante una serie de ejemplos verosimiles, tal y como se presentan mas abajo.
Una regla general podria ser: Z tiene que permitir una purificacion comoda y se debe poder retirar en las condiciones
que son compatibles con los requisitos de estabilidad del pppARN. Un experto en la técnica es capaz de determinar
sin mayor esfuerzo si una etiqueta dada cumple la definicion funcional o no. Asi pues, un experto en la técnica
conoce perfectamente tales etiquetas de captura, en particular con respecto a los ejemplos detallados que se
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ofrecen en la presente solicitud.

De acuerdo con una realizacion preferida, la etiqueta de captura Z se selecciona de un resto alifatico de cadena
larga, un comparfero de una pareja de fijacion no covalente de gran afinidad, una entidad quimica reactiva, Q o
NHalquilo(C2-C24), en donde Q se selecciona preferiblemente de H, aminoacidos, analogos de aminoacidos,
alquilo(C+-C24), preferiblemente alquilo(C12-C24), péptidos y lipidos. Sin embargo, segun una realizacion
especialmente preferida, Z es decilo, a saber, alquilo(C1o).

La etiqueta de captura Z es un resto capaz de interaccionar de manera covalente o no covalente con un reactivo de
captura en las condiciones que permiten la separacién para los compuestos que comprenden la etiqueta de captura,
p. €j., el oligonucledtido (1) a partir de otras especies que no contienen la etiqueta de captura. Preferiblemente, el
reactivo de captura es un reactivo inmovilizado o un reactivo capaz de ser inmovilizado.

Las etiquetas de captura idéneas son, por ejemplo, restos de alquilo alifatico de cadena larga, p. €j., de C8-24,
preferiblemente C13-24, mas preferiblemente C13-C14, tales como octadecilo, u otros restos lipidicos/lipdfilos, tales
como, p. €j., colesterilo, tocoferilo o tritilo, y derivados de los mismos. Sin embargo, de acuerdo con una realizacion
especialmente preferida, Z es un resto de decilo. En este caso, la entidad de trifosfato etiquetada se puede capturar
y purificar en una fase solida mediante cromatografia en fase inversa estandar, p. ej., RP-HPLC, o mediante
cromatografia de interaccion hidréfoba (CIH). La etiqueta de captura también podria ser una entidad de
perfluoroalquilo, p. €j., un resto de 4-(1H,1H,2H,2H-perfluorodecil)bencilo o 3-(perfluorooctil)propilo para la captura
especifica del oligonucledtido modificado con trifosfato en un soporte Fluorous Affinity, tal como el disponible
comercialmente de Fluorous Technologies, Inc.

La etiqueta de captura podria ser un primer componente de una pareja de fijacion no covalente de gran afinidad, tal
como biotina, o un analogo de biotina, tal como destiobiotina, un hapteno o un antigeno, que tiene una gran afinidad
(p. €j., una constante de fijacion de 10-6 I/mol o menos) por el reactivo de captura, que es un segundo componente
complementario de la pareja de fijacion de gran afinidad, p. €j., una estreptavidina, una avidina o un anticuerpo.

La etiqueta de captura podria ser un primer componente de una pareja de fijacion covalente, que podria formar un
enlace covalente con el reactivo de captura, que es un segundo componente complementario de la pareja de fijacion
covalente, en donde el enlace covalente podria ser un enlace reversible o irreversible. En esta realizacion, el
componente de la etiqueta de captura Z podria ser una entidad quimica reactiva, tal como una azida o un grupo
alquinilo, que permite la reaccion covalente con un reactivo de captura que contiene un grupo reactivo
complementario, p. €j., un resto alquinilo o azido, respectivamente, en el caso de la reaccion de la cicloadicion de
Husigen 3+2 (la mal llamada «reaccion clic» que esta catalizada por Cu(l) o una variante del mismo que trascurre sin
iones de Cu(l) a través de la liberacion de la fuerte tension del anillo en, p. €j., derivados de ciclooctina). Un ejemplo
especifico para Z-Y-X en tal caso seria propargilamino.

El componente de la etiqueta de captura podria ser una entidad quimica que contiene un grupo nucledfilo adicional,
por ejemplo, un segundo grupo amino en un reactivo de tipo NH2-Y-XH. Se podrian usar entonces un amplio abanico
de reactivos Z electrdéfilos e idoneos, tales como colesterol, cloroformiato o ésteres activos de N-hidroxisuccinimida
de biotina para introducir el grupo etiquetador mientras que el oligonucleétido esta unido a la fase solida, lo que
extiende significativamente el alcance de la reaccion de etiquetado.

En una realizaciéon preferida, la etiqueta de captura es un resto de alquilo de cadena larga, una entidad de
perfluoroalquilo, una azida, o un grupo alquinilo.

El oligonucledtido podria llevar una segunda etiqueta de captura en una posicion diferente, p. €j., en el extremo 3'.
La primera y la segunda etiquetas de captura se seleccionan preferiblemente para permitir la purificacion mediante
dos métodos ortogonales para permitir la recuperacion de material con una pureza extremadamente alta. Por
ejemplo, la primera etiqueta de captura podria ser un grupo lipofilo que interacciona con un soporte cromatografico
idoéneo, y la segunda etiqueta de captura podria ser biotina, que interacciona con la estreptavidina.

La segunda etiqueta de captura se podria introducir con comodidad al llevar a cabo la sintesis con un SVC (soporte
de vidrio controlado) modificado para la sintesis de oligorribonucleétidos.

Y representa un enlace quimico o un conector, p. €j., un alquileno, preferiblemente un conector alquileno(C1.6), mas
preferiblemente un conector alquileno(C..s) 0 un conector aralquileno, que comprende optativamente heteroatomos o
grupos que contienen heteroatomos, tales como O, S, NH, C=0 o C=S, y/o que comprende optativamente enlaces
C=C o C=C. De acuerdo con una realizacién especialmente preferida, Y es un enlace.

En ofra realizacion preferida, el conector es un 6xido de polialquileno, preferiblemente un 6xido de polialquileno(Cz-
Cs), mas preferiblemente un 6xido de polialquileno(C;-Cs). El valor medio de la masa molecular del conector podria
estar en el margen de 30 a 800 g/mol, preferiblemente de 40 a 450 g/mol, mas preferiblemente de 40 a 250 g/mol. El
conector podria ser [-CH>CHR*-O-], con n = 1-10, preferiblemente n = 1-7, mas preferiblemente n = 2-5, e incluso
mas preferiblemente n = 3. R* podria ser H o alquilo(C1.6). Otras realizaciones preferidas de Y se muestran en la
figura 4. En una realizacion preferida, R* es H.
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De acuerdo con una realizacién especialmente preferida,
XesNHuO,

Y es -K-((CHR{)m-CH2-O)n-R-, 0
(O-(CHR3)m3-CH2)n1-(0O-(CHR2)m2-CH2)n2-(CHR 1 )m1-CH2)na-, ¥
Kes O o NH,

m, m4, mz y m3 son independientemente de 1 a 12, preferiblemente de 1 a 8, mas preferiblemente de 1 a 5, e incluso
mas preferiblemente de 1 a 3,

n, n4, N2 y n3 son independientemente de 0 a 20, preferiblemente de 0 a 10, mas preferiblemente de 0 a 5, e incluso
mas preferiblemente de 0 a 3,y

R1, R2 y Rs es independientemente H, alquilo(C+.), alquenilo(Ca.s), alquinilo(Cz.s), acilo(C2.s) 0 un grupo ciclico, cada
uno optativamente sustituido, y

R es alquilo(C+.6), alquenilo(Cz.¢), alquinilo(C2s), acilo(C26) 0 un grupo ciclico, cada uno optativamente sustituido.
Preferiblemente, R es CH,CHo..

De acuerdo con una realizacion especialmente preferida en la que Y es tal y como esta definido mas arriba, R1 y Rz
son H, nyes 0, y nz y n3 son 1. Otras realizaciones preferidas se pueden tomar de la figura 4.

De acuerdo con otra realizacion preferida en la que Y es tal y como esta definido mas arriba, R1, Rz y R3 son H, y ny,
n2 y nzson 1.

De acuerdo con una realizacion preferida, X es NH, Kes NH e Y es (CH>.CH;0), con n tal y como esta definido mas
arriba, en donde K esta sustituido ademas con colesterol-C(O)-, tritilo o derivados de los mismos.

De acuerdo con una realizacion especialmente preferida del oligonucleotido de acuerdo con la férmula (1), X es NH u
O, Y es un enlace y Z es alquilo(C+-C.) o H, preferiblemente C1o, Q o NHalquilo(C2-C24), en donde Q se selecciona
de H, aminoacidos, analogos de aminoacidos, alquilo(C1-Caz4), preferiblemente alquilo(C12-C24), péptidos vy lipidos, y
V1, V2, V3, V4, V5, Ve, W1, Wzy W3 son O.

De acuerdo con otra realizacion preferida del oligonucleétido de la féormula (1), X es NHu O, Y es un enlace y Z es
decilo o H, y V1, V2, V3, V4, Vs, Ve, W1, W2 y W3 son preferiblemente O.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un oligonucleétido
modificado, tal y como esta definido en las reivindicaciones.

La composicion farmacéutica segun la invencion podria ademas comprender vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables. El término «vehiculo», cuando se utiliza en la presente memoria, incluye vehiculos,
excipientes y/o estabilizantes que no son téxicos para la célula ni para el mamifero que se expone a ellos en las
dosis y concentraciones empleadas. A menudo, los vehiculos fisioldgicamente aceptables son liposomas o
soluciones acuosas con el pH tamponado. Ejemplos de vehiculos fisioldgicamente aceptables incluyen tampones
tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos (sin embargo, con respecto a la formulacion de la presente
invencion, se prefiere un tampdn de fosfato); los antioxidantes incluyen acido ascorbico, polipéptidos de masa
molecular baja (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas tales como seroalbumina, gelatina o
inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros glucidos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas,
gelificantes tales como EDTA, azucar, alcoholes tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tales
como sodio; y/o tensioactivos no ionicos tales como TWEEN, polietileno o polietilenglicol. De acuerdo con una
realizacion especialmente preferida, el compuesto de la invencién se disuelve en agua desionizada estéril.

Tal composicion y/o formulacion de acuerdo con la invencion se puede administrar a un sujeto que la necesita, en
concreto a un paciente humano, en una dosis suficiente para el tratamiento de las condiciones especificas mediante
los medios idéneos. Por ejemplo, la composiciéon y/o formulacion se podria formular como una composicion
farmacéutica con vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables. La eficacia terapéutica y la
toxicidad se podrian determinar segun los protocolos estandares. La composicion farmacéutica se podria administrar
de forma sistémica, p. e€j., por via intraperitoneal, intramuscular o intravenosa, o localmente, tal como por via
intranasal, subcutanea, intradérmica o intratecal. La dosis de la composicion y/o formulacién administrada
dependera, por supuesto, del sujeto a tratar y del estado del sujeto, tal como el peso del sujeto, la edad del sujeto y
el tipo e intensidad de la enfermedad o lesion a tratar, el modo de administracion y el criterio del médico que lo trata.

En una realizacién preferida, la composiciéon farmacéutica se administra por via intradérmica. Se prefiere en especial
que la composicion se administre por via intradérmica mediante tatuaje, micropuncioén y/o parches con microagujas.
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Preferiblemente, los oligonucledtidos de acuerdo con la presente invencion estan disueltos y diluidos a la
concentracion deseada en agua desionizada y estéril (agua purificada), y a continuacion se aplica en la piel
desinfectada con etanol y afeitada mediante el uso de un dispositivo de pipeteo, y posteriormente se tatta en la piel.

Para el tatuaje, por ejemplo, la composicion farmacéutica en agua de acuerdo con la invencion se inyecta por via
intradérmica en la piel, con el uso de un dispositivo de tatuaje (médico) al que se ajusta una punta (de un solo uso)
de agujas para multipuncion (tal como una punta de un solo uso con 9 agujas).

El procedimiento de tatuaje tipico es el siguiente: después de que se pipetee la composicion farmacéutica en agua
sobre la piel afeitada y limpiada con etanol, se introduce en la punta con multiples agujas de la maquina de tatuaje
mediante la colocacion de la punta con las agujas en funcionamiento (que funciona a una velocidad de, por ejemplo,
100 a 120 Hz, en particular a 100 Hz) con suavidad en la parte superior de la gota de la composicién farmacéutica
en agua. Una vez que la gota de la composicion farmacéutica en agua se ha adsorbido completamente en la punta
con las agujas en funcionamiento y de este modo se queda entre las agujas en funcionamiento, la punta en
funcionamiento se mueve suavemente arriba y abajo sobre la piel, sosteniendo la punta con las agujas ahora llena
en un angulo de 90° exactos con la piel. Con este método, la composicion farmacéutica en agua se tatda
completamente en la piel. Para 50-100 pl de la composicién farmacéutica en agua, se tarda tipicamente de 10a 15 s
sobre una zona de piel de 2 a 4 cm? El beneficio de este tratamiento sobre la inyeccion Unica en embolada
intradérmica estandar es que la composicion farmacéutica en agua se inyecta de modo uniforme por una superficie
mayor de piel y se reparte de manera mas uniforme y mas precisa sobre el tejido diana: al utilizar una punta con 9
agujas a 100 Hz durante 10 s, este método garantiza 9000 inyecciones intradérmicas dispersas con uniformidad por
la piel tratada.

Por supuesto, el experto en la técnica podria desviarse del procedimiento y reajustarlo en funcion del paciente o de
la parte del cuerpo a tratar. El procedimiento de micropunciones se podria llevar a cabo en estrecha analogia con el
procedimiento de tatuaje. Sin embargo, con la micropuncion, la punta con las agujas de tatuaje se remplaza por una
punta con microagujas, lo que garantiza una administracion intradérmica mas superficial. La composicion
farmacéutica en agua se pipetea, en principio, sobre la piel afeitada y limpiada con etanol, y a continuacion se
administra por via intradérmica con la punta con microagujas, en analogia con el procedimiento de tatuaje. El uso de
microagujas no hace necesaria la adsorcién previa de la composicidon farmacéutica entre las agujas para
micropuncion.

Ademas, se contempla que los parches con microagujas revestidos con, o que si no albergan, la composicion
farmacéutica se pueden utilizar para la administracion transdérmica o intradérmica. Esto tiene la ventaja especifica
de que la administracién intradérmica de la composicién farmacéutica se puede llevar a cabo con seguridad por el
propio destinatario sin necesidad de una visita al hospital ni la intervencién del especialista médico en
tatuaje/micropuncioén. Esto puede afiadir una flexibilidad significativa a los esquemas de tratamiento, permite unas
pautas de tratamiento muy personalizadas, disminuye el dolor asociado al tratamiento, y disminuye el coste del
tratamiento. Estos parches pueden constar de, pero sin limitarse a ellos, parches con microagujas que disuelven o
que no disuelven para una administracion de la composicién farmacéutica por via transdérmica controlada en el
tiempo, prolongada o en embolada.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere a un método para preparar un oligonucleétido, que comprende las
etapas

(a) hacer reaccionar un compuesto de féormula (lla)

Vo V; W,—ON la

en donde V1, V3, V5, V4, V6, W1, W2, W3 y ON son como tal y como esta definido mas arriba, en donde ON esta
protegido mediante al menos un grupo protector, con un agente oxidante para obtener un compuesto de férmula (llb)

o
\Wz
Ve | | _~V2

~ |-
, xf‘\. ,«"P“f ,
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en donde V1, V3, V5, V2, V4, V6, W1, W2, W3 y ON son como tal y como esta definido mas arriba, en donde ON
esta protegido mediante al menos un grupo protector,

(b) hacer reaccionar un compuesto de férmula (lIb) con un agente de etiqueta de captura de la formula (l11),
Z-Y-XH (,

en donde X, Z e Y son tal y como estan definidos mas arriba, en donde X es preferiblemente O, para obtener un
producto de reaccion que comprende el oligonucleétido de la formula (1), y

(c) desproteccion de al menos un grupo protector ON, y

(d) poner en contacto el producto de reaccion de la etapa (c) con un reactivo de captura capaz de interaccionar con
la etiqueta de captura, en donde el contacto tiene lugar en las condiciones que permiten la separacion del
oligonucledtido (1) desde las otras especies contenidas en dicho producto de reaccion.

Se prefiere especialmente una realizacién en donde X es O.

Durante el método, el oligonucleétido de ON comprende al menos un grupo protector. El uso de grupos protectores
de acuerdo con la presente invencion persigue, en concreto, proteger los grupos 2’-OH de la subunidad de ribosa del
oligonucledtido aplicado. Un experto en la técnica sabe qué grupos protectores son idéneos para la sintesis, en
especial una persona que trabaja en el campo de la sintesis de nucleétidos. Se prefieren los grupos protectores en
la posicion 2'-OH de la subunidad de ribosa del oligonucleétido. En una realizacion preferida de la presente
invencion en la posicion 2’ de la unidad de ribosa, se utilizan los grupos protectores con fluoruro inestable.

Son especialmente preferidos los grupos protectores 2’-O-TBDMS o 2’-O-TOM. En una realizacion particularmente
preferida, se aplica el grupo protector TBDMS.

En particular, durante la sintesis de los compuestos con X = O, que tienen una estabilidad de fijacion mejorada de Z-
Y-X-PPP, un amplio espectro de condiciones de desproteccion podria conducir a que se escindan los grupos
protectores del 2’-OH.

Todos los reactivos de desproteccion conocidos son idéneos para escindir el grupo protector TBDMS. En particular,
se pueden aplicar los reactivos siguientes:

(a) trihidrofluoruro de trietilamina optativamente en combinacion con un solvente polar,

(b) trialquilamina, trihidrofluoruro de trietilamina y un solvente polar,

(c) piridina-HF y otros aductos de hidrofluoruro de bases nitrogenadas organicas,

(d) fluoruro de amonio,

(e) fluoruro de tetra-n-butilamonio,

(f) fluoruro de tetrametilamonio y otros fluoruros de tetraalquilamonio y combinaciones de los mismos.

La etapa (c) se lleva a cabo preferiblemente en las condiciones que no provocan la degradacion del resto de
trifosfato, p. ej., tal y como esta descrito en detalle mas adelante.

La etapa (a) del método comprende la reaccion de las especies ciclicas P(V)-P(V)-P(lll) de la férmula (lla) con un
agente oxidante. EI compuesto de formula (lla) se podria obtener segin los métodos estandares, tal y como
describen Ludwig et al. en 1989, véase mas arriba, y Gaur et al. en 1992, véase mas arriba, es decir, al hacer
reaccionar el grupo OH del extremo 5’ de un oligonucleétido con un agente fosfitilante trifuncional, p. €j., la 2-cloro-
4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona en las condiciones idoneas, p. €j., en presencia de una base (piridina o
diisopropilmetilamina) en un solvente idéneo, tal como dioxano o diclorometano, y la posterior reaccion con
pirofosfato (W3 = O) o un pirofosfato modificado (W3 es diferente de O, p. gj., CHz, CClz, NH o CF3). Preferiblemente,
se utiliza una sal de ftri-n-butilamonio del pirofosfato o del pirofosfato modificado en DMF. A continuacion, el
intermedio P(lI)P(V) ciclico resultante (lla) se oxida en condiciones anhidras, p. €j., con un peroxido, tal como
hidroperéxido de t-butilo, hidroperoxido de cumeno, (10-canforsulfonil)oxaziridina. Como alternativa, también se
pueden emplear fenilacetildisulfuro (V2= S) o el complejo borano-diisopropiletilamina (V2 = BH3), respectivamente,
para dar el correspondiente 5'-trifosfato/analogo de trifosfato ciclico de la formula (IIb). En este contexto, también se
hace referencia a las solicitudes de patente internacional n.°s WO 96/40159 o WO 2009/060281.

La etapa de reaccion (a) podria tener lugar con un oligonucleétido en solucion o con un oligonucleétido fijado a una
fase sodlida, p. €j., una resina organica o vidrio, tal como SVC. El oligonucleoétido podria ademas comprender grupos
protectores, p. €j., grupos protectores de azlcar o de nucleobase que conoce bien el experto en la técnica. Ejemplos
preferidos de grupos protectores son el 2-cianoetilo para el fosfodiéster o fosforotioato internucleosidico, tert-
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butildimetilsililo, triisopropilsililoximetilo o bis(acetoxietoxi)metilo para el grupo 2-hidroxilo de ribosa, 4-t-
butilfenoxiacetilo o fenoxiacetilo, acetilo, isobutirilo, benzoilo para los grupos amino exociclicos de las nucleobases.
Mas preferiblemente, la etapa (a) se lleva a cabo con un oligonucleétido fijado a fase sdlida.

De acuerdo con la etapa (b) del método de la invencién, el compuesto (lIb) se hace reaccionar con un agente de
etiqueta de captura de la formula (l11)

Z-Y-XH ()

en donde X es un grupo seleccionado de NH, NR3, O o/y X e Y son tal y como esta definido mas arriba. R3 se define
tal y como esta descrito mas arriba para R'.

En particular, en el caso en que X sea O, se puede utilizar un agente de escasa nucleofilia, tal como el decanol, para
la apertura del anillo (consultese la figura 1, etapa 4). Tal etapa se puede llevar a cabo a temperatura ambiente, p.
€j., durante 48 horas, y permite la conversion del ciclotrifosfato en el y-éster de trifosfato deseado.

De acuerdo con la etapa (c), se escinden los grupos protectores ON.

Durante la etapa (c), por ejemplo, los reactivos desprotectores (a) y (b) especificados mas arriba podrian ir seguidos
por la condicién de desproteccion con X = O durante un periodo de 20 min a 180 min, mas preferiblemente de 60
min a aproximadamente 150 min, en concreto de aproximadamente 120 min, a 60-70 °C, en concreto
aproximadamente a 65 °C. Si X = NH, tales reacciones quedan excluidas debido a la estabilidad de fijacion diferente,
o se pueden llevar a cabo solo con parametros de reaccion significativamente peores, p. €j., durante un periodo de
40 ha TA.

La etapa (d) del método comprende poner en contacto el producto de reaccion de la etapa (b), con un reactivo de
captura capaz de interaccionar con la etiqueta de captura Z en las condiciones que permiten la separacién de la
etiqgueta de captura que contiene el oligonucleodtido (I) a partir de las otras especies contenidas en el producto de
reaccion. Antes de la etapa (d), el oligonucledtido (l) fijado en la fase sdlida se escinde de la fase sdlida y se
desprotege, a saber, los grupos protectores se retiran parcialmente o por completo. El reactivo de captura se
inmoviliza preferiblemente en un soporte idéneo, p. €j., un soporte cromatografico. Para proporcionar la separacion
del oligonucledtido (I) que contiene la etiqueta de captura a partir de las especies que no contienen la etiqueta de
captura, los productos de reaccion de la etapa (b) se escinden desde una fase sdlida y se desprotegen, si es
necesario, y se someten a un procedimiento de separacion, preferiblemente un procedimiento de separacion
cromatografica basado en la interaccion de la etiqueta de captura Z con el reactivo de captura. Durante la etapa de
separacion, la pureza del oligonucleétido (l), que por lo general esta en el margen del 25 al 70% para el material
bruto en funcién de la longitud y de la complejidad de la secuencia, se podria incrementar al 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95% o mas. Para los estudios de toxicidad, es deseable una pureza de >85%, mientras que, en las ultimas
etapas de los ensayos clinicos, la pureza deberia estar en el margen de al menos el 90-95%. Asi pues, el método da
a conocer un modo de obtener un pppARN de alta pureza que sera necesario para los ensayos clinicos con
humanos.

En la etapa (d), la etiqueta de captura y el reactivo de captura capaz de interaccionar con esta se seleccionan
preferiblemente de (i) un grupo hidréfobo o fluorado y un material cromatografico con afinidad por los grupos
hidréfobos o fluorados, p. ej., un material de fase inversa o un soporte de afinidad fluorado; (ii) un primer
componente de una pareja de fijacion no covalente de gran afinidad y un segundo componente complementario de
una pareja de fijacion no covalente de gran afinidad; (iii) un primer componente de una pareja de fijacion covalente y
un segundo componente complementario de una pareja de fijacion covalente, en donde el primer y segundo
componentes forman enlaces covalentes.

La etiqueta de captura esta funcionalmente definida a continuacion mediante una serie de ejemplos verosimiles. Una
regla general podria ser:

Z tiene que permitir una purificaciéon comoda y deberia poderse retirar en las condiciones que sean compatibles con
los requisitos de estabilidad del pppARN.

Ademas, el método podria comprender adicionalmente la etapa (e) de retirada de la etiqueta de captura para
obtener un oligonucledtido de la férmula (1V). De acuerdo con una realizacion preferida, para X = O, un compuesto
de la férmula (IV)a o (IV)b

Vs VS y“
HD__%__WB—Q——WQ—Q—-W1—-GN (1ve)
Ve V4 Vz
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Vg Vg v,
I I I
HY —— Q=P Wo P — Wy —b —w;—on (V4
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y para X = NH, se obtiene un compuesto de la férmula (IV)a

Vi Vy v,
Homgmwg—wgmwgmﬂww,mom (1va)
“."ﬁ ;\y.@; VE

La etapa (e) tiene que ser compatible con los requisitos de estabilidad del trifosfato producido al final y con los
requisitos de estabilidad del enlace entre los ribonucleétidos. Podria comprender la escisiéon en condiciones acidas
suaves cuando X es NH, la escisidon con iones de plata cuando X es S, la escision mediante un tiol, tal como
ditiotreitol, que conduce a la eliminacién del tiirano cuando Y-X-P contiene -S-S-CH,-CH»-O-P.

En otras realizaciones, la etiqueta de captura Z no se retira o no se retira completamente. En estas realizaciones, el
oligonucledtido etiquetado como tal podria tener utilidad, p. ej., utilidad como agente farmacéutico.

En estas realizaciones, el reactivo Z-Y-XH se ha de seleccionar de un subgrupo de restos Z, que son funcionalmente
compatibles con los requisitos estructurales del sensor RIG-l. Por ejemplo, la combinacién Z = deciloctadecilo, Y =
enlace, X = NH u O se sabe que cumple estos requisitos.

Los oligonucledtidos modificados con el trifosfato/analogo de trifosfato producidos de acuerdo con el método son
particularmente idoneos para las aplicaciones farmacéuticas debido a su gran pureza. En una realizacion
especialmente preferida, el oligonucledtido (1) o (IV) es un activador de la helicasa RIG-I. En Schlee et al., 2009,
véase mas arriba, se describen ejemplos especificos de activadores idéneos de RIG-I.

Leyenda de las figuras

En la figura 1 se muestra una vision general esquematica del método de sintesis para los derivados del
oligonucledtido por éster con el trifosfato.

En la figura 2 se muestra el andlisis por RP-HPLC y ESI-LC/MS de la sintesis de un decil-O-pppARN de 24 unidades
(secuencia del ARN: 5~-GACGCUGACCCUGAAGUUCAUCUU,

(A) Perfiles de RP-HPLC de
a) mezcla de reaccion bruta que contiene el decil-O-pppARN al 48% (TA = 14 min)
b) decil-O-pppARN puro
Columna: Hamilton PRP-1 4,1 x 250, 10 ym
Gradiente: B del 0 al 100% en 18 min, A = TEAB a 100 mM; B = metanol al 80%, TEAB a 100 mM

(B) Perfil de ESI-MS del decil-O-pppARN puro registrado con RP-LC/MS (masa molecular calculada: 7987,
encontrada: 7968).

En la figura 3 se muestra una purificacion por RP-HPLC a escala semipreparativa de una reaccion a escala de 1
pmol de decil-O-pppARN: el etiquetado con decilo permite separar con eficacia el producto deseado (fraccion 3) a
partir de los subproductos sin etiquetar, que incluyen las secuencias fallidas de la sintesis, OH-RNA sin fosforilar de
longitud completa y pppARN sin modificar.

Columna: Hamilton PRP-1 7 x 250 mm, 10 ym
Gradiente: B del 0 al 80% en 50 min, A = TEAB a 100 mM; B = metanol al 80%, TEAB a 100 mM.

Figura 4: Realizaciones especialmente preferidas de Y.
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Figura 5: Una deteccion selectiva de 2’-O-metilaciones resuelve las posiciones para introducir la selectividad por
RIG-I.

Figura 6: Las metilaciones convierten el diplex en especifico de RIG-1 y muy activo.
Figura 7: Los fosforotioatos terminales aumentan la inmunogenia del duplex selectivo.
Figura 8: Determinadas 2’-fluoro-sustituciones aumentan el potencial de activacion de RIG-I que tiene el duplex.

Figura 9: El patrén de modificacion mdltiple del los OH del ds-RNA de OH-GFP2 conduce a una fuerte mejora del
potencial de activacién de RIG-I.

Figura 10: La mejora de la inmunogenia mediante modificaciones del esqueleto es transferible a un duplex
trifosforilado.

Figura 11: Se muestra una vision general esquematica del método de la invencion que utiliza el
dietilenglicolmonobutiléter como un ejemplo de alquilpolietilenglicoles como reactivo nucledfilo de apertura de anillos.

Figura 12: Purificacion por RP-HPLC de la mezcla de reaccion bruta de C4-DEG-pppARN que contiene C4-DEG-
ppPARN al 45% (pico a un volumen de gradiente de 88,4 ml) y pppARN al 50% (pico a 77,5 ml). Columna: Hamilton
PRP-17 x 250 mm, 10 um, velocidad de flujo de 3 ml/min.

Gradiente: B del 1 al 80% en 50 min, A = TEAB a 0,1 M; B = metanol al 80%, TEAB a 0,1 M.

Figura 13: Espectros de MALDI-TOF que corresponden a C4-DEG-pppARN después de la purificacion por HPLC. El
pico de masa correcta se observa en m/z 7972,6 (A).

En la figura 14 se muestra el esquema de sintesis del pppARN mediante el uso de una etiqueta compuesta de
poliéter lipdfilo.

En la figura 15 se muestra la purificacion por HPLC y los datos de MALDI relacionados con la figura 14 (secuencia

del ARN: 5-GACGCUGACCCUGAAGUUCAUCUU),
(A) Purificacion por RP-HPLC de
C11-CONH-CH,CH;CHy-(O-CH,CH,),-O-CH,CH,CH,-NHpppRNA
Columna: Hamilton PRP-1 4,1 x 250 mm, 10 pm

Gradiente: B del 0 al 80% en 50 min; A = TEAB a 100 mM, B = metanol al 80%, TEAB a 100 mM

(B) Espectro de MALDI registrado de la mezcla de reaccion bruta después de la desalacién que muestra la
presencia de C11-CONH-CH2CH,CHz-(O-CH2CH>),-O-CH2CH;CH2-NHpppARN (masa molecular: 8214,8)

(C) Espectro de MALDI del producto de pirdlisis a pH = 3,8 del C11-CONH-CH,CH2CH»-(O-CH,CHz),-O-
CH2CH>CH2-NHpppARN (masa molecular: 7832,6) purificado

En la figura 16 se muestra el esquema de sintesis del pppARN etiquetado con colesterilo con la escisién optativa del
correspondiente pppARN.

En la figura 17 se muestra la purificacion y el analisis de un pppARN etiquetado con colesterilo (secuencia del ARN:

5'-GACGCUGACCCUGAAGUUCAUCUU.

(A) Purificacion por RP-HPLC del colesteril-CONH-CH;CH2-(O-CH>CHz)2-NH-ppp-RNA. Columna: Hamilton PRP-1
4,1 x 250 mm, 10 uym

Gradiente: B del 0 al 10% en 5 min, B al 10% durante 9 min, B del 10 al 100% en 33 min; A = TEAB a 50 mM, B =
metanol al 95%, TEAB a 50 mM.

(B) Analisis por RP-HPLC del colesteril-CONH-CH,CHz-(O-CH>CHz).-NH-ppp-RNA.
Columna: Hamilton PRP-1 4,1 x 250 mm, 10 uym

Gradiente: B del 0 al 100% en 18 min, B al 100% durante 4 min; A = TEAB a 50 mM, B = metanol al 95%, TEAB a 50
mM

(C) Espectro de MALDI del colesteril-CONH-CH;CH2-(O-CH>CHz),-NH-ppp-RNA puro.

El pico de pppARN (7827,3 Da) se debe a la escision por PN durante el procedimiento de ionizacion.
12
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Ejemplos

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. Cualquier ejemplo que caiga fuera del alcance de dichas
reivindicaciones soélo esta pensado con propdésitos ilustrativos, asi como comparativos.

Ejemplo 1: Preparacion del 5'-decil-O-trifosfato de ARN

Tal y como queda esbozado en la visiéon general (figura 1), el procedimiento de sintesis del decil-O-trifosfato de ARN
incluye las siguientes etapas de sintesis:

1-4) 5’-Decil-O-trifosfato de ARN

El 50OH-ARN (1 umol) fijado al soporte y totalmente protegido se sec6 durante 3 h al vacio dentro de una columna
de sintesis y posteriormente se lavo con piridina/dioxano anhidro (1:3, v/v, 4 ml). En argén, una solucién a 1 M recién
preparada de 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona en dioxano seco (100 pl, 100 pmol) se inyectd en un matraz
que contenia 2 ml de piridina/dioxano anhidro (1:3, v/v). La solucion fosfitilante resultante a 50 mM se vertié en la
columna de sintesis y se agit6 arriba y abajo lentamente durante un tiempo de reaccion de 30 min. A continuacion,
se prepard una solucion de pirofosfato de tetra(tri-n-butilamonio) al mezclar una solucién a 0,5 M de pirofosfato de
bis(tri-n-butilamonio) en DMF (1 ml, 0,5 mmol) y tri-n-butilamina (238 pl, 1 mmol). La solucién de pirofosfato se
empujo a través de la columna y después de expeler y descartar de la columna el reactivo fosfitilante en exceso, la
solucion de pirofosfato restante se empujo arriba y abajo con dos jeringuillas. Al cabo de 10 min, se lavo la columna
con acetonitrilo anhidro (3 ml). Una solucién de hidroperéxido de fert-butilo a 5,5 M en decano (300 pl) se disolvié en
acetonitrilo anhidro (2 ml) y se puso en contacto con el soporte de sintesis. Al cabo de 15 min, la columna se lavd
con acetonitrilo anhidro (6 ml). Posteriormente, una solucion homogénea de N-metilimidazol (240 pl, 3 mmol), tri-n-
butilamina (250 pl, 1,1 mmol) y alcohol n-decilico (2 ml, 10,5 mmol) se empujé repetidamente arriba y abajo a través
de la columna, y se dejé reaccionar durante 48 h para la conversion del ciclotrifosfato en decil-O-trifosfato. La
columna se lavd con acetonitrilo anhidro (6 ml) y se traté con bicarbonato de trietilamonio a 0,1 M (TEAB, 2 ml)
durante 20 min para la hidrdlisis del ciclotrifosfato sin reaccionar, con lo que se evita la modificacion inespecifica
durante el siguiente procedimiento de desproteccion. Después de otra etapa de lavado con acetonitrilo anhidro (9 ml),
el soporte de sintesis se secé en una corriente de argon.

5-6) Desproteccion y purificacion

El 5’-decil-O-trifosfato de oligonucleétido se puso en contacto con una solucién recién preparada de metilamina
acuosa al 40% y amonio acuoso concentrado (AMA, 1:1, v/v, 2 ml) con dos jeringuillas. Al cabo de 30 min de
escision, la solucién se transfirid a un vial limpio con tapén de rosca y el soporte se enjuagé con AMA (1 ml). La
solucién combinada y el lavado se calentaron durante 10 min a 65 °C. Después de enfriarla en hielo, la solucién se
evaporo6 hasta la sequedad y el residuo se seco mediante coevaporacion con etanol absoluto. Para la retirada de los
grupos protectores 2'-O-TBDMS, se puede utilizar el tratamiento con trihidrofluoruro de trietilamina (TEA.3HF) sin
una pérdida significativa del resto modificado con trifosfato. El decil-O-trifosfato de oligonucleétido se volvio a
disolver en una solucion recién preparada de N-metilpirrolidona/trietilamina/tea.3HF (NMP/TEA/TEA.3HF, 6:4:3, v/v,
325 ul) y la solucion se calentd a 65 °C durante 2 h. Como alternativa, podria utilizarse una solucion de
desproteccion de TEA.3HF en DMSO (1:1, v/v, 600 pl). El decil-O-trifosfato de oligonucledtido totalmente
desprotegido se precipitd desde la solucién de desproteccion mediante el uso de n-butanol y se purific6 por HPLC.
La etiqueta lipofila de decilo permite separar el decil-O-trifosfato de las impurezas que no contienen la etiqueta
mediante el uso de la cromatografia en fase inversa. El producto de reaccién se aplicé a una columna PRP-1 de 7 x
250 mm y se separ6 en un gradiente lineal de tampdn B del 0 al 100% en 50 min a una velocidad de flujo de 3
ml/min. El tampon A era TEAB a 100 mM y el tampon B era TEAB a 100 mM en metanol al 80%. Se recogieron las
fracciones del producto, se evaporaron y se desalaron mediante la coevaporacion repetida con metanol. El residuo
se disolvié en agua y se transfirié a la forma de sodio por precipitacion con etanol en presencia de cloruro de sodio a
0,3 M.

Ejemplo 2
Preparacion del éster de 5-pppARN y 2-(2-butoxietoxi)etilo (C4-DEG-pppARN)
Una vision general del esquema de reaccion descrito en el ejemplo 2 se muestra en la figura 11.

Etapa 1: Disolver 203 mg (1 mmol) de 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona en 1 ml de dioxano seco en un vial
tabicado de 10 ml en argon.

Etapa 2: Secar al vacio durante 12 h la columna de sintesis que contiene el ARN totalmente protegido que se ha
destitrilado y que se ha lavado exhaustivamente con acetonitrilo. Lavar el contenido de la columna exhaustivamente
mediante la extraccion y la expulsion repetidas de 2 ml de la solucidon de dioxano/piridina anhidra, 3:1 (v/v) en una
atmésfera de argon.
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Etapa 3: Afadir en un vial los primeros 2 ml de piridina/dioxano, 3:1 v/v, seguido de 100 pl de la solucién de 2-cloro-
4H-1,3,2-bezodioxafosforin-4-ona a 1 M en dioxano seco para dar una solucién a 50 mM del reactivo fosfitilante, p.
ej., la 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-2-ona, en dioxano/piridina, 3:1 (v/v). Homogeneizar la soluciéon por
agitacion suave. Comenzar la reaccion con la extraccion de la soluciéon de 2-cloro-4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-
ona a través de la columna de sintesis desde el vial.

Durante la reaccion, extraer y expeler repetidamente de la columna de sintesis la solucion que contiene la 2-cloro-
4H-1,3,2-benzodioxafosforin-4-ona para permitir el contacto exhaustivo y la buena mezcla con el ARN unido al
soporte de la fase sdlida. Un tiempo de reaccion de 30 min suele dar una reaccién casi cuantitativa del grupo 5’-OH
libre del oligémero fijado al soporte en el margen de 20-40 nt.

Etapa 4: Después de un tiempo de reaccion de 30 min, expeler la solucion de dioxano/piridina que contiene el
agente fosfitilante en exceso en un contenedor de desechos, llenar una nueva jeringuilla con una mezcla vorticial de
1 ml de pirofosfato de (BusNH); a 0,5 M en DMF seco y 238 pl (1 mmol) de BusN seco para dar una solucion de
pirofosfato de (BusN)4 a 0,5 M. Empujar esta solucion a través de la columna, con lo que se remplaza la solucion de
dioxano/piridina. El gran exceso de pirofosfato garantiza una conversiéon cuantitativa del intermedio en el anhidrido
ciclico P(ll1)-P(V) de lla.

Etapa 5: Lavar la columna con 3 ml de CH3CN para retirar el DMF y el exceso de PPi, y para llenar el reactor de la
columna con CH3CN seco.

Etapa 6: Disolver 300 yl de -BuOOH (solucién a 5,5 M en decano, Sigma-Aldrich) en 2 ml de CH3zCN anhidro para
dar una solucién homogénea a aproximadamente 0,7 M. Poner en contacto el soporte de sintesis con esta solucion
durante 15 min para obtener el anhidrido ciclico P(V) oxidado lib.

Etapa 7: Lavar la columna con 3 ml de CH3CN seco para retirar el peréxido en exceso y llenarla con CH3CN seco.

Etapa 8: Poner en contacto 2 ml de 2-(2-butoxietoxi)etanol seco (éter monobutilico de dietilenglicol) que contiene N-
metilimidazol a 0,1 My tri-n-butilamina a 0,1 M con el soporte en la columna. El tiempo de contacto del SVC con el
alcohol debe ser al menos de 48 h a temperatura ambiente.

Etapa 9: Lavar la columna exhaustivamente con 9 ml de acetonitrilo, poner luego en contacto la columna con 2 ml de
TEAB a 0,1 M (bicarbonato de trietilamonio), solucién en agua, durante 1 h para hidrolizar el ciclotrifosfato que no ha
reaccionado.

Etapa 10. Primera etapa de la desproteccién: Hacer pasar 2 o 3 veces 1 ml de la solucién de desproteccion
(metilamina acuosa al 40%/amonio acuoso concentrado 1:1 v/v. Reactivo AMA) a través del soporte. Después de
estar en contacto durante 30 min, transferir la solucién a un nuevo vial. Lavar el soporte con el mismo volumen de la
solucion de desproteccion de AMA y combinar los lavados. Calentar la solucion combinada y los lavados durante 10
min a 65 °C. Después de enfriarla en hielo, concentrar la solucion en un volumen de 300 a 500 pl, y a continuacién
evaporarla hasta la sequedad.

Etapa 11. Retirada de los grupos protectores 2’-O-TBDMS: Secar el residuo mediante la adicion y la coevaporacion
de 300 pl de EtOH seco, afadir 1 ml de TBAF seco a 1 M (fluoruro de tetra-n-butilamonio) en THF, sellar
fuertemente y colocarlo en un agitador durante 16 horas. Parar la reaccion con 1 ml de TEAB acuoso estéril
(bicarbonato de trietilamonio) a 1 M y desalarla en una columna NAPTM-25 (purificacion de acidos nucleicos) con
agua estéril como eluyente. En esta etapa podria ser necesaria la filtracion a través de un filtro estéril de 2 pm.
Combinar y evaporar las fracciones que absorben al UV en un volumen de 150 pl, afiadir 100 ml de TEAB a 1 M, pH
8 y almacenar la solucion congelada a —20 °C hasta que se pueda realizar la purificacion por HPLC.

Etapa 12. Purificacion por HPLC: El producto de reaccién de una mezcla de reaccion a escala de 1 umol de la etapa
11 se cargd en una columna PRP-1 de 7 x 25 mm (Hamilton). La purificacion se realizé con un gradiente lineal del
tampon B desde el 0 al 80% en 50 min a una velocidad de flujo de 3 ml/min. El tampén A es TEAB a 100 mM y el
tampon B es TEAB a 100 mM en metanol/agua 8:2 v/v. Un ejemplo tipico de una purificacién de 24 unidades se
muestra en la figura 3. Una combinacion de una etiqueta de alquilo de 4 atomos y un resto de dietilenglicol es
suficiente para que se separe cerca de la linea de referencia del pppARN. Se combinaron las fracciones que
corresponden al pico de 88,4 ml, se evaporaron en un rotavapor y se desalaron mediante varias coevaporaciones
con metanol seco.

Ejemplo 3

Modificacién del pppARN mediante etiquetas compuestas de poliéter lipédfilo con aminas preformadas de poliéter
lipofilo

En el ejemplo 3 se emplean aminas de poliéter lipdfilo de estructura ZY-H para generar ZYNHpppARN.

Parte A: Preparacion econdmica a gran escala de la amina de poliéter lipofilo
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Este procedimiento se puede llevar a cabo sin cromatografia en columna rapida y se puede aplicar de forma general
a la sintesis de monoamidas a partir de diaminas hidrosolubles y ésteres de metilo de acidos carboxilicos lipofilos.

Sintesis de la N-lauril-4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina (compuesto 3, figura 14): se disolvio la 4,7,10-trioxa-1,13-
tridecanodiamina (43,8 ml, 200 mmol) en 32,5 ml de metanol. Se le afadi6 el éster metilico del acido laurico (4,92 ml,
20 mmol) lentamente y con agitacion, y el matraz cerrado se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 dias. Se
retird el metanol de la mezcla de reaccion en un rotavapor y el residuo se disolvié en 100 ml de acetato de etilo.

El exceso de la diamina se retiré por extraccion con agua (2 x 120 ml) seguido de cloruro de sodio concentrado (2 x
100 ml). Se evapord la fase de acetato de etilo y el aceite residual se cristaliz6 tras dejarlo reposar a —20 °C para dar
6,8 g (17 mmol) de la N-lauril-4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina pura.

Parte B: Reacciones de apertura del anillo en el SVC que lleva fijado el ciclotrifosfato de ARN con la N-lauril-4,7,10-
trioxa-1,13-tridecanodiamina

Se sintetiz6 el ciclotrifosfato de ARN fijado a SVC (compuesto 4, figura 14) segun las etapas 1 a 7 del ejemplo 2
anterior. La reaccion de apertura del anillo del ciclotrifosfato de ARN inmovilizado en la fase sélida se llevé a cabo
con una solucion a 0,08 M de N-lauril-4,7,10-trioxa-1,13-tridecanodiamina en acetonitrilo. La soluciéon de acetonitrilo
se puso en contacto con el SVC durante 3 h a temperatura ambiente, a continuacién, se lavé el soporte con 10 ml de
acetonitrilo seco y se enjuagd en seco con argon. La escision desde el soporte, la desproteccion y otro
procedimiento por HPLC se llevaron a cabo exactamente de acuerdo con las etapas 10 a 12 del ejemplo 2. El
producto 5 se eluyd a una concentracion de metanol del 75% (figura 15A). El andlisis del espectro de MALDI de la
mezcla de reaccion confirma la estructura del compuesto 5 (masa molecular de 8214,8 Da, figura 15B).

Optativamente, se podria retirar la etiqueta de purificacion para obtener el correspondiente trifosfato de
oligonucledtido: 100 nmol de la amida sustituida en y con n-laurilo (compuesto 5, figura 14) se disolvieron en 400 pl
del tampon de desproteccion a pH 3,8 en un tubo Eppendorf de 2 ml y el tubo sellado se calenté a 60 °C durante 70
min. Estas condiciones dan lugar a la escision cuantitativa del enlace fosforamidato del compuesto 5, sin ninguna
degradacion del resto de trifosfato. La mezcla de reaccion se enfrid en hielo y se le afiadieron 14 pl de la solucion
estéril de NaCl a 5 M y 1,2 ml de etanol absoluto. Se recogié el precipitado por centrifugacion, se lavé con etanol frio,
se seco en una Speed Vac, se disolvié en agua estéril y se conservé congelado a —20 °C.

El analisis del espectro de MALDI confirma la masa molecular esperada del producto pppARN (masa molecular de
7832 Da, figura 15C).

Ejemplo 4:
Estrategia con columna para la modificacion del pppARN con etiquetas compuestas de poliéter lipofilo

El ejemplo 4 es un procedimiento en dos etapas que emplea la modificacién en columna de un oligonucleétido
HYNHpppARN inmovilizado para generar ZYNHpppARN.

Preparacion del trifosfato de ARN etiquetado con colesterilo (Chl-CONH-CH2CHa-(O-CH2CHz)2-NH-ppp-RNA,
compuesto 4, figura 16).

La conjugacion de una etiqueta lipofila de colesterilo con el trifosfato de ARN permite la separacion eficaz del
producto etiqueta-pppARN a partir de las impurezas sin etiquetar por RP-HPLC. En la figura 16 se muestra una
vision general del esquema de reaccion para preparar el trifosfato de ARN etiquetado con colesterilo. En una primera
etapa, el 5’0OH-ARN totalmente protegido y fijado al soporte se convirtid en el trifosfato ciclico intermedio (compuesto
2, figura 16) tal y como se describi6 en las etapas 1 a 7 del ejemplo 2.

Posteriormente, se lavd la columna con acetonitrilo anhidro (3 ml). Se disolvieron 176 pl de la 2,2’-
(etilendioxi)dietilamina (compuesto 1, figura 16; 1,2 mmol) en acetonitrilo anhidro (1 ml) y la solucién se puso en
contacto con el soporte en la columna. Al cabo de 3 min, la columna se lavé con acetonitrilo anhidro (3 ml) y
diclorometano anhidro (6 ml).

Posteriormente, el trifosfato modificado con amino (a saber, compuesto 3, figura 16) se tratd con una solucion
premezclada de cloroformiato de colesterilo (36 mg, 80 umol), N,N-diisopropiletilamina (13,9 ul, 40 ymol) y 4-
dimetilaminopiridina (4,9 mg, 40 pmol) en diclorometano anhidro (5 ml) durante 15 min. La columna se lavé con
diclorometano anhidro (3 ml) y acetonitrilo anhidro (6 ml), y se secé en una corriente de argon. Para la escision
desde el soporte y la desproteccion, el oligonucleétido modificado se puso en contacto con una solucion recién
preparada de metilamina acuosa al 40% y amonio acuoso concentrado (AMA, 1:1, v/v, 2 ml) mediante el uso de dos
jeringuillas. Después del tiempo de escisién de 30 min, se transfirid la solucion a un vial con tapén de rosca, se
calenté durante 10 min a 65 °C y se evapord hasta la sequedad. El residuo se secé mediante coevaporacion con
etanol absoluto y se traté con fluoruro de tetra-n-butilamonio a 1 M en THF (1 ml, 1 mmol) con agitacion durante 16 h.
Después de la desalacion en una columna NAP-25, el trifosfato de oligonucledtido etiquetado con colesterilo
totalmente desprotegido se purificé6 por HPLC en una columna de fase inversa (Hamilton PRP-1, 4,1 x 250 mm,
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figura 17A). El compuesto 4 se eluy6 a una concentracion de metanol del 95% y la estructura esperada se confirmoé
mediante un analisis de MALDI (masa molecular de 8370,6 Da, figura 17C).

Optativamente, se retira la etiqueta de colesterilo por hidrolisis acida a pH 3,8 y 60 °C para obtener el
correspondiente trifosfato de oligonucleétido (compuesto 5, figura 16) siguiendo el mismo procedimiento que se
describi6 en el ejemplo 3.

Ejemplo 5: La introduccion sistematica de las 2’-O-metilaciones da lugar a un duplex de ARN selectivo de RIG-I.
Se puede encontrar una lista de abreviaturas y su significado al final del texto de la solicitud.

El ARN propio del organismo esta caracterizado por multitud de modificaciones que podrian tener una influencia
sobre las funciones de los ARN (tRNA y rRNA). Asi pues, las 2’-O-metilaciones son capaces de modificar la
inmunogenia del ARN. Por lo tanto, un ligando selectivo de RIG-lI no deberia comprender mas de una 2'-O-
metilacion por hebra. Estas propiedades estan incluidas en el duplex de ARN por combinacion de hebras sentido y
antisentido iddneamente metiladas.

Una deteccion selectiva de las 2’-O-metilaciones resolvid las posiciones que introducian la selectividad por RIG-I
(figura 5). Para la hebra sentido (A) y antisentido (B) de OH-GFP2, se realiz6 un cribado completo de 2-O-
metilaciones. Se modificd cada una de las posiciones por 2’-O-metilacion y se utilizé para la estimulacion de RIG-,
TLR7 o TLRS8. Para la estimulacion de RIG-I, se bloquearon con cloroquina las células mononucleares de la sangre
periférica (CMSP) y se estimularon mediante la lipofeccion del duplex. Se midié el IFNa por ELISA 20 h después de
la estimulacion. Para TLR7 y TLR8, sélo se cribé por la capacidad estimulante la monohebra pertinente, y se
comprobd en las CMSP sin bloquear. Las monohebras se transfectaron mediante la formacion de complejos con
poli-L-arginina y 20 h después de la transfeccion se midié por ELISA el IFNa para la activacion de TLR7 y la IL12p70
para la activacion de TLR8. La induccion del 100% con GFP2 para la hebra sentido corresponde a 3085 pg/ml de
IFNa para RIG-I, 2758 pg/ml de IFNa para TLR7 y 1206 pg/ml de IL12p70 para TLR8. Para la hebra antisentido, el
100% de GFP2 corresponde a 2342 pg/ml de IFNa para RIG-I, 1831 pg/ml de IFNa para TLR7 y 3018 pg/ml de
IL12p70 para TLR8. Una vision general del impacto de la introduccion dependiente de la posicion de la 2'-O-
metilacion se ofrece en forma de tabla (figura 5). Los efectos estan normalizados por la hebra sin modificar como
referencia. Blanco = sin cambio, amarillo = reduccién de la estimulacion inmunitaria, rojo = sin estimulacion
inmunitaria, verde = aumento de la estimulacién inmunitaria.

Ademas, se podia demostrar que determinadas metilaciones convertian el duplex en especifico de RIG-I y muy
activo.

Figura 6: (A) Las metilaciones inertes para la activacion de RIG-I se combinaron en la hebra antisentido y el duplex
resultante se utilizoé para la estimulacion de las CMSP bloqueadas con cloroquina a una concentracion de 0,8 pug/ml.
Se midio el IFNa por ELISA 20 h después de la estimulacion. El 100% de OH-GFP2 corresponde a 2729 pg/ml de
IFNa. (B) Se hibridaron diferentes combinaciones de 2’-O-metilaciones en las hebras sentido y antisentido, y se
utilizaron para la estimulacién de las CMSP. Para la estimulacion de RIG-I, se bloquearon con cloroquina y se
transfectaron con Lipofectamine™, para TLR7 y TLR8 se utilizaron CMSP sin bloquear y se transfectaron con los
duplex que forman complejo con poli-L-arginina. El 100% de IVT-2 corresponde a 4861 pg/ml de IFNa para RIG-I, el
100% en 9.2S corresponde a 1975 pg/ml de IFNa para TLR7 y 771 pg/ml de IL12p70 para TLR8. (A) y (B) muestran
la media + EEM de 3 donantes.

Ejemplo 6: Incremento de la activacion de RIG-I mediante la insercion de modificaciones estabilizantes del ARN

Durante el tratamiento con siRNA, se introducen fragmentos de dsRNA pequefios en un organismo, donde inhiben la
formacion de una proteina concreta en las células destinatarias. El problema con esta forma de tratamiento es la
inestabilidad enorme de los siRNA bicatenarios. El ARN se podria degradar con facilidad mediante exonucleasas y
endonucleasas en el suero durante el transporte hacia la célula destinataria.

Parece probable que una parte significativa del ARN exdgeno utilizado con propésitos terapéuticos se degenere en
el suero y en el citosol del sujeto al cual se le administra.

Se podia demostrar que cada modificacion de 5-PTO tiene un efecto positivo sobre la actividad inmunitaria del
duplex y que la combinacién de 5-PTO en las hebras sentido y antisentido conduce a un incremento maximo de la
actividad (s15/as3 contra s15 PTO/as3 PTO; figura 7B). Asi pues, se puede considerar beneficioso el uso de tales
modificaciones del esqueleto del ARN en los ligandos selectivos de RIG-I.

En concreto, se podia demostrar que los 5'-fosforotioatos aumentan la inmunogenia de un duplex selectivo.

Figura 7: (A) Las CMSP se bloguearon con cloroquina y se estimularon con los duplex a una concentracion de 0,8
pg/ml. Al cabo de 20 h de la estimulacion, se midio el IFNa por ELISA. El 100% de IVT2 corresponde a 6138 pg/ml
de IFNa. (B) Se titularon los duplex indicados y se utilizaron para la estimulacion de RIG-I. Las CMSP se bloquearon
con cloroquina y los duplex se transfectaron con Lipofectamine™. Al cabo de 20 h de la estimulacion, se determind
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el IFNa en el sobrenadante mediante ELISA. El 100% de 3P-GFP2 a 50 nM corresponde a 16044 pg/ml de IFNa.
Los resultados se muestran como la media + EEM de 4 donantes.

En el desarrollo de los siRNA terapéuticos, el problema de la estabilidad en el suero se solucioné con otra clase de
modificacién: si las 2’-fluoro-sustituciones se incorporaban en el ARN, los ARN resultantes eran mas estables frente
a la digestion de las nucleasas. Sin embargo, se observé que, en el caso de la estimulacion inmunitaria dependiente
de RIG-I, una 2’-fluoro-sustituciéon podia activar la estimulaciéon inmunitaria.

En concreto, se podia demostrar que los 5'-fosforotioatos aumentan la inmunogenia de un duplex selectivo.

Sin embargo, de acuerdo con la presente invencion, se hallé que determinadas 2’-fluoro-sustituciones aumentan las
posibilidades de activacion de RIG-I que tiene el duplex.

Para la hebra sentido (A) y antisentido (B) del duplex, cada una de las posiciones se modificé con una 2’-fluoro-
sustitucion (figura 8). Los duplex resultantes se utilizaron para la estimulacion de las CMSP a una concentracion de
0,8 pg/ml. Para la valoracién de la activacion de RIG-I se bloquearon las CMSP y se transfectaron con
Lipofectamine™, para la estimulacion de TLR7 y TLR8 se utilizaron las CMSP sin bloquear y se transfectaron con
los duplex en complejo con poli-L-arginina. Al cabo de 20 h tras la estimulacion, se midieron las citocinas por ELISA.
El 100% para GFP2 en la hebra sentido corresponde a 2407 pg/ml de IFNa para RIG-I, 3281 pg/ml para TLR7 y
1990 pg/ml para TLR8. Para la hebra antisentido, el 100% de GFP2 corresponde a 4512 pg/ml de IFNa para RIG-I,
4691 pg/ml de IFNa para TLR7 y 1997 pg/ml de IL12p70 para TLR8. Se muestra la media + EEM de 4 donantes.

Asi pues, era muy importante consolidar un duplex tan activo como fuera posible que pudiera compensar la pérdida
del ARN con su fuerte actividad. En el pasaje anterior, se describi6 como las modificaciones del ARN podian
identificarse por las fijaciones de PTO selectivas y las 2’-fluoro-sustituciones, lo que conduce a un incremento de la
actividad de un duplex.

Ejemplo 7: La combinacion de todas las modificaciones conduce a un ligando de RIG-I considerablemente
inmunogeno

Para comprobar si las fijaciones de PTO o las 2'-fluoro-sustituciones se pueden combinar con las 2’-O-metilaciones
para incrementar la selectividad, se combinaron todas ellas, paso a paso, en un duplex.

Las CMSP se bloquearon con cloroquina y se utilizaron para la estimulacion de RIG-I. Se utilizaron los duplex
modificados diferencialmente que se basan en OH-GFP2 y la activacion de RIG-1 se midio por ELISA 20 h después
de la estimulacion segun el IFNa (figura 9). Los duplex con multitud de modificaciones se compararon con el OH-
GFP2 (A) o bien con el 3P-GFP2 trifosforilado (B). EI 100% de IVT4 corresponde a 21.305 pg/ml de INFa. Se
muestra la media + EEM de 2 donantes.

Las 2’-O-metilaciones s15/as3 se anadieron primero al ARN de OH-GFP2 de partida (OH-GFP2 oMet15s/oMet3as,
figura 9A) y luego se compararon con la modificacion de 5-PTO en sentido y antisentido (OH-GFP2 PTO 5’; figura
9A). Posteriormente, ambos tipos de modificacién se combinaron con un diplex (OH-GFP2oMet15/oMet3 PTO,
figura 9A). Finalmente, se generd un duplex que comprendia ademas tres 2’-fluoro-sustituciones en las posiciones 7
y 23 en la hebra sentido y en la posicion 13 en la antisentido (OH-GFP20Met15/3-F23/13-PTO, figura 9A). La
titulacion comparativa de estos ARN bicatenarios demostré que el oligonucleétido con multitud de modificaciones
OH-GFP20Met15/3-F23/13-PTO era con mucho el mejor de los duplex en funcion de la actividad. Para evaluar mejor
su actividad, se titulé el duplex y se comparé con su trifosfato de duplex sin modificar (figura 9B). Se encontrd que la
insercion de una modificacion hacia posible cambiar el oligonucledtido para que su actividad inmunitaria fuera
comparable a la de su equivalente trifosfosforilado (3P-GFP2, figura 9B).

Ejemplo 8: Los elementos son transferibles al sistema 3P-dsRNA

El desarrollo completo del ligando selectivo de RIG-I se llevd a cabo a nivel del OH de la secuencia de GFP2.
Aunque la actividad podia incrementarse inmensamente mediante las modificaciones idéneas, una trifosforilacion de
un ligando incrementaria ain mas su actividad.

Hasta ahora no estaba claro si las modificaciones y su correspondiente posicionamiento se podian transferir al
sistema 3P-GFP2.

Para hallar una respuesta a esta cuestion, se produjeron unos duplex en los que todos tenian la modificacion que
incrementaba la actividad: la 2’-O-metilacion en la base 15 de la hebra sentido, la 2’-fluoro-sustituciéon en las bases 7
y 23, y dos fijaciones de PTO en el extremo 5 y en el 3’ (2S2F, figura 10). En la hebra antisentido se combinaron
una 2-O-metilacion en la base 3, una 2'-fluoro-sustitucion en la base 13 y dos fijaciones de PTO en 5'. Para evitar
que las dos fijaciones de 5-PTO en la hebra sentido estorbaran por su proximidad al trifosfato, se produjo
adicionalmente una hebra sentido con multitud de modificaciones pero sin 5’-PTO (1S2F, figura 10).

Para ser capaz de estimar la ganancia de actividad por trifosforilacion, cada duplex se produjo con 5-hidroxilo y 5'-
trifosfato (OH frente a 3P, figura 10) y se compararon el uno con el otro mediante la titulacion de la estimulacion de
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las CMSP.

Figura 10: (A) Se sintetizaron los duplex con multitud de modificaciones y sin el trifosfato. Se realiz6 una titulacion de
la dosis con las CMSP bloqueadas con cloroquina. Se midié por ELISA la activacién inmunitaria 20 h después de la
estimulacion en funciéon del IFNa. Se muestra la media + EEM de 4 donantes. (B) Basandose en las curvas de
titulacion, se calcularon los valores de CEs biolégicos.

Se hallé que los OH de los duplex con multitud de modificaciones, independientemente de la presencia de uno o dos
extremos con PTO, podian alcanzar los limites de actividad de la forma sin modificar del OH-GFP2 (OH Multi 1S2F,
OH Multi 2S2F, OH-GFP2, figura 10). La adicién adicional del 5-trifosfato en la hebra sentido dio lugar a un
incremento adicional de la actividad por un factor de 5 en comparacion con los complejos con hidroxilo (3P-Multi
1S2F, 3P-Multi 2S2F, figura 10).

Como resultado, se observé que los efectos que hacen incrementar la actividad de diferentes modificaciones se
pueden combinar con la trifosforilacion del oligonucledtido y que también pueden mostrar su influencia positiva en
ello.

Mediante el incremento progresivo del duplex original OH-GFP2 a nivel de selectividad (2'-O-metilacién), el
incremento en la actividad por estabilizacion de las modificaciones (fijaciones de PTO y 2’-fluoro-sustituciones) y la
afinidad por el bolsillo de fijacion (trifosfato), se hizo posible definir un ligando selectivo de RIG-I que fuera potente
(3P-Multi 1S2F).

Finalmente, se podia desarrollar un 3P-dsRNA en el que la actividad inmunoestimulante se incrementase hasta un
maximo mediante la insercién especifica de modificaciones. Este incremento de la inmunogenia hace posible
mantener la dosis de un medicamento a una concentracion baja y compensar las pérdidas de ARN que se producen
en el periodo que va desde la aplicacién de un medicamento hasta la entrada en una célula.

Oligonucledtidos de ARN

GpACGCUGACCCUGAAGUUCAUCTU
GFP2s oMet | C UGCGACUGGGACUUCARAGUAGRRL

. GA,CGCUGACCCUGAAGUUCAUCUT
GFP2s oMel?  ry GCEACUGGGACUUCAACULAGAR

Nm= 2-OCH3
GACGCUGACCCUGAAGUUCAUCU U

GFP2Zs oMet23 ;
CUGCGRCUGGGACTUCALACGTLGA I

GFP2s oMet24  GACGCUGACCCUGAAGUUCAUCUU,
CUGCGACUGGCACUUCAAGUAGAA
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleotido que comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, en donde el oligonucleétido
comprende

una hebra sentido que comprende la secuencia de nucleétidos
5" GACGCUGACCCUGAALGUUCAUCrroUproU 3. y

una hebra antisentido que comprende la secuencia de nucleétidos

3" CUGnCGACUGGGACUUCAAGUAGproAPI0A 5.

una hebra sentido que comprende la secuencia de nucleétidos

5" GrroArroCGCUGACCCUGAAGUUCAUCproUgproU 3. y
una hebra antisentido que comprende la secuencia de nucleétidos

3" CUGLCGACUGGGACUUCAAGUAGproAproA 5’

en donde

el nucledtido con subindice m esta 2’-O-metilado;

el nucledtido con subindice f esta 2’-fluorado; y

el subindice PTO entre dos nucledtidos indica que dichos dos nucledtidos estan unidos por un enlace fosfotioato; y

en donde la hebra sentido comprende un trifosfato en el extremo 5'.

2. El oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el oligonucleétido es un ligando de RIG-I.
3. Una composicion farmacéutica que comprende un oligonucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2.
4, La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la composicion farmacéutica es

para la administracion intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, intranasal, subcutanea, intradérmica o intratecal.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la composiciéon farmacéutica es
para la administracion intradérmica mediante tatuaje, micropuncion y/o parches con microagujas.
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Figura 5
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Figura 10 Continuacion
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