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DESCRIPCION
Moléculas de acido nucleico modificadas con sacarido

La presente invencion se refiere a la transfeccion in vitro de células usando un conjugado que comprende al menos
un resto de monosacarido y al menos un componente nucleosidico seleccionado entre acidos nucleicos, nucledsidos
y nucleétidos. El resto de monosacarido esta conectado covalentemente a una nucleobase del componente
nucleosidico a través de un enlazador que comprende un grupo ciclico formado mediante una reaccion clic. Este
conjugado es adecuado para la transfeccion de células procariotas y eucariotas que tienen proteinas transportadoras
de azucar en la membrana celular, tales como células vegetales o células de mamiferos, incluyendo células humanas
con alta eficacia. Por lo tanto, se proporciona un nuevo vehiculo de administracién de moléculas terapéuticas que
incluye transcripciones, ARNm, moléculas no codificantes, moléculas de ARNip, moléculas de miARN, antagomiRs o
precursores de dichas moléculas, asi como los nucledsidos o nucleétidos terapéuticos. Ademas, se proporciona una
estrategia conveniente para desarrollar nuevas lineas de plantas que presenten determinados rasgos.

La interferencia de ARN es una poderosa herramienta que utiliza cadenas dobles de ARN cortas para reprimir la
formacion de una determinada proteina en una célula (1-3). En la naturaleza, las moléculas de ARN silenciador se
producen a partir de transcripciones mayores que son cortadas por el complejo Dicer (4). Para las aplicaciones
biotecnoldgicas, sin embargo, las moléculas de ARN (ARNip) se preparan quimicamente y se administran. La idea de
usar ARNip como agentes terapéuticos (5) se persiguié intensamente en la tltima década, pero el obstaculo principal,
la baja captacion celular de los duplex de ARN, no se pudo superar (6). Actualmente, los sistemas de administracion
de ARN tan divergentes como las nanoparticulas (7,8), los liposomas (9,10) o los polimeros policatidnicos (11) estan
sometidos a una investigacion intensiva. A pesar del progreso sustancial en el campo, sin embargo, la toxicidad a
menudo alta (12-14) y la baja especificidad celular representan problemas que no se resuelven.

Mas recientemente, la endocitosis mediada por receptores ha evolucionado como una estrategia de administracion
alternativa (16-25) que permite dirigir el ARNip a tipos de células especiales. El método requiere unir el ARNip a un
ligando que se une a un receptor especifico del tipo de célula. Esto inicia un proceso de internalizacion que conduce
a la captacion del conjugado de ARN-ligando. Actualmente, la estrategia se implementa con mayor éxito con ARN
modificado con colesterol (24).

El documento PCT/EP2013/064610, describe un conjugado en el que un resto de acido graso poliinsaturado, tal como
un resto de acido araquidénico, se une covalentemente a un componente nucleosidico. Estos conjugados son
particularmente Utiles para entrar en contacto con células en las que esté presente un receptor de cannabinoides. En
particular, las células neuronales y las células inmunitarias se pueden transfectar usando este conjugado. Sin
embargo, todavia existe la necesidad de una estrategia conveniente para transfectar células sensibles y, en particular,
aquellas células que, hasta ahora, han sido dificiles de transfectar.

Otro articulo de la técnica anterior es Mol Divers 15, 2011, 751-7, que desvela la conjugacion de glucosa o galactosa
a un ARN usando quimica de fosforamidita, y el uso de dichos conjugados para transfectar células.

En la presente invencién, se descubrié que las proteinas transportadoras de azlcar presentes en la membrana celular
de las células tanto procariotas como eucariotas pueden ser dirigidas eficazmente con oligonucleétidos modificados
con monosacaridos. Se puede usar con éxito una estrategia mediada por el receptor correspondiente para transfectar
una amplia variedad de células sensibles.

Un primer aspecto de la presente invencion es el uso in vitro de un conjugado que comprende al menos un resto de
monosacarido y al menos un componente nucleosidico en la transfeccion de células que tienen proteinas
transportadoras de azucar en la membrana celular,

en el que, en el conjugado, se une covalentemente al menos un resto de monosacarido a al menos un componente
nucleosidico a través de un enlazador que comprende un grupo ciclico formado mediante una reaccion clic, en
particular, un grupo 1,2,3-triazol, formado mediante una reaccion clic entre un alquino y una azida, o un grupo formado
mediante una reaccion clic entre un norborneno y una imina de nitrilo, un 6xido de nitrilo o una tetrazina, en el que el
componente nucleosidico esta conectado al resto de monosacarido a través de una nucleobase, y

en el que el componente nucleosidico se selecciona entre acidos nucleicos, nucledsidos y nucleoétidos.

El término "conjugado” también abarca sales, en particular, sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales
de adicion con acidos o bases inorganicos u organicos como las conocidas en la técnica.

De acuerdo con una invencion, el conjugado comprende un resto de monosacarido y esta unido covalentemente al
menos a un componente nucleosidico.

El conjugado para su uso en la presente invencion comprende al menos un resto de monosacarido, en particular, de
1 a 10, mas particularmente, de 1 a 5 restos de monosacaridos. Aun mas particularmente, el conjugado comprende 1
0 2 restos de monosacaridos. Muy particularmente, el conjugado comprende 1 resto de monosacarido. Si el conjugado
comprende mas de un resto de monosacarido, los restos de monosacaridos pueden ser idénticos o diferentes.
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El componente nucleosidico unido al resto de monosacarido se selecciona entre acidos nucleicos, nucledsidos y
nucleotidos.

En una realizacion particular adicional, el componente nucleosidico unido al resto de monosacarido es una molécula
de acido nucleico, mas particularmente, una molécula de ARN.

El conjugado comprende al menos un componente nucleosidico, en particular, de 1 a 25, mas particularmente, de 2 a
20 o de 2 a 10, e incluso mas particularmente, de 2 a 8, es decir, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 componentes nucleosidicos. Si el
conjugado comprende mas de un componente nucleosidico, los componentes nucleosidicos pueden ser idénticos o
diferentes.

En una realizacion, el conjugado puede comprender

(i) un resto de monosacarido y un componente nucleosidico, por ejemplo, una molécula de acido nucleico;

(ii) multiples grupos de monosacaridos y un componente nucleosidico, por ejemplo, una molécula de acido
nucleico;

(iii) un resto de monosacarido y multiples componentes nucleosidicos, por ejemplo, multiples moléculas de acido
nucleico; o

(iv) multiples restos de monosacaridos y multiples componentes nucleosidicos, por ejemplo, multiples moléculas
de acido nucleico.

En una realizacién particular adicional, el conjugado comprende 1 resto de monosacarido y de 2 a 20, en particular,
de 2 a 8, es decir, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 componentes nucleosidicos.

En una realizacion, el conjugado puede tener una estructura lineal. Por lo tanto, los componentes nucleosidicos se
pueden conectar en una cadena lineal, en la que un resto de monosacarido puede estar presente dentro de la cadena,
en un extremo de la cadena o en ambos extremos de la cadena.

En oftra realizacion, el conjugado tiene una estructura ramificada, en la que los componentes nucleosidicos estan
unidos a un resto de monosacarido a través de un enlazador ramificado, por ejemplo, un enlazador dendrimérico.

El resto de monosacarido esta unido covalentemente al al menos un componente nucleosidico, en el que el resto de
monosacarido se une al menos a un componente nucleosidico a través de un enlazador que comprende un grupo
ciclico formado mediante una reaccion clic. El enlazador puede ser un enlazador lineal o ramificado y, en general,
tiene una longitud de cadena de 2 a 50 atomos, incluyendo atomos de carbono y, en particular, heteroatomos tales
como S, N y/o atomos de oxigeno.

Por ejemplo, el enlazador puede ser un enlazador lineal, por ejemplo, un enlazador que comprenda al menos uno, por
ejemplo, de 1 a 10, en particular, de 2 a 5 y, mas particularmente, 3 grupos de 6xido de alquileno C4-Cs, en particular,
grupos de 6xido de etileno.

Como alternativa, el enlazador puede ser ramificado, por ejemplo, enlazador dendrimérico.

El resto de monosacarido se puede conectar al al menos un componente nucleosidico a través de técnicas de enlace
conocidas que implican una reaccion clic, por ejemplo, entre una azida y un grupo alquino, entre un alqueno restringido,
por ejemplo, un norborneno y una imina de nitrilo, un 6xido de nitrilo o una tetrazina, dando lugar asi a un grupo ciclico
formado mediante la reaccion clic, en particular, un grupo 1,2,3-triazol.

En una realizacion particular, el conjugado para su uso de acuerdo con la presente invencion esta representado por
la férmula general (la) o (Ib)

Fn-(Lm-N)r (la)

Fr-(Lm-N)-Lm-Fn (Ib)

en las que

F es un resto de monosacarido,

L es un enlazador, que comprende un grupo ciclico formado mediante una reaccion clic

N es un componente nucleosidico seleccionado entre acidos nucleicos, nucledsidos y nucleétidos,
n es un numero entero de 1 a 10, preferentemente, de 1 a 5, mas preferentemente 1,

m es 1,

r es un numero entero de 1 a 25, preferentemente, de 2 a 20 y, mas preferentemente, de 2 a 8.

En esta realizacion, el conjugado puede estar representado por estructuras tales como:
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F—L—N
F-(L-N)-
en las que F, L, N y r son como se han definido anteriormente,
F—L*—(N):
en la que L* es un enlazador ramificado, y F, N y r son como se han definido anteriormente,
F—(_L—N)—L—F
enlaqueF, L, Nyrson como se han definido anteriormente.

En otra realizacion, el conjugado puede comprender un ligando receptor adicional, unido covalentemente al al menos
un componente nucleosidico. El ligando receptor adicional es un compuesto diferente de un resto de monosacarido
tal como el folato, colesterol, una hormona o un resto de acido graso poliinsaturado, en particular, un resto de acido
araquidoénico tal como anandamida.

En esta realizacion, los conjugados pueden estar representados por una estructura que tiene la férmula general (Il)
Fo— (Ln—N)—Ln—2Zs ()
en la que

es un resto de monosacarido,

es un enlazador, que comprende un grupo ciclico formado mediante una reaccion clic

es un numero entero de 1 a 10, preferentemente, de 1 a 5, mas preferentemente 1,

es 1,

es un componente nucleosidico seleccionado entre acidos nucleicos, nucledsidos y nucleétidos,
es un nimero entero de 1 a 25,

preferentemente, de 2a 20 y,

mas preferentemente, de 2 a 8,

es un ligando receptor adicional, y

s preferentemente 1.

= z3gsrm

N

En esta realizacion, el conjugado puede estar representado por estructuras tales como:
F—L—N—2
F—(L—N)y—L—2Z

enlas que F, L, N, Zyrson como se han definido anteriormente,
F—L*—(N)y—L—2Z

L* es un enlazador ramificado, y F, L, N, Z y r son como se han definido anteriormente.

El conjugado para su uso en la presente invencion comprende al menos un componente nucleosidico seleccionado
entre acidos nucleicos, nucleésidos y nucleétidos.

La expresion "acido nucleico" engloba moléculas de acido nucleico monocatenario y bicatenario, por ejemplo,
moléculas de ADN o moléculas de ARN y analogos de las mismas. Un analogo de un acido nucleico es una molécula
de acido nucleico que comprende al menos un elemento estructural modificado como se describe a continuacion.

En una realizacién, la molécula de acido nucleico es una molécula de ADN que puede comprender al menos un
elemento estructural modificado. La expresion "molécula de ADN" engloba moléculas de ADN monocatenario o
bicatenario. En las moléculas de ADN bicatenario, las cadenas individuales pueden estar presentes en moléculas
separadas o estar conectadas covalentemente a través de un bucle monocatenario o a través de un enlazador
heterdlogo.

La expresion "molécula de ADN" engloba moléculas que consisten en elementos estructurales de ADN natural, es
decir, elementos estructurales de 2'-desoxirribonucledtidos y moléculas que comprenden al menos un elemento
estructural modificado.
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En una realizacién adicional, la molécula de acido nucleico es una molécula de ARN, que puede comprender al menos
un elemento estructural modificado. La expresion "molécula de ARN" engloba moléculas de ARN monocatenario o
bicatenario, en la que las moléculas de ARN bicatenario pueden tener al menos un saliente, por ejemplo, al menos un
saliente de 3'. En las moléculas de ARN bicatenario, las cadenas individuales pueden estar presentes como moléculas
separadas o estar conectadas covalentemente a través de un bucle monocatenario o a través de un enlazador
heterdélogo.

La expresion "molécula de ARN" engloba moléculas que consisten en elementos estructurales de ARN natural, es
decir, elementos estructurales de 2'-ribonucleétidos, y moléculas que comprenden al menos un elemento estructural
modificado.

Los elementos estructurales modificados se pueden seleccionar entre elementos estructurales modificados con
azucar, estructura principal y/o nucleobase. Los desoxirribonucleétidos modificados con azicares comprenden un
grupo de azucar diferente de la desoxirribosa, por ejemplo, un grupo de desoxirribosa modificado, en el que el grupo
2'-H se reemplaza por un grupo seleccionado entre OH, R, OR, halo, SH, SR, NH3, NHR, NRz o0 CN, en los que R es
alquilo o alcoxi C1-Ce, 0 alquenilo o alquinilo C>-Cs, y halo es F, Cl, Br, |. Los ejemplos especificos de modificaciones
de 2'-H son 2'-F y 2'-0 metilo. Los ribonucledtidos modificados con azicar comprenden un grupo de azucar diferente
de la ribosa, por ejemplo, un grupo ribosa modificado, en el que el grupo 2'-OH se reemplaza por un grupo seleccionado
entre H, R, OR, halo, SH, SR, NHz2, NHR, NR; o CN, en los que R es alquilo o alcoxi C+-Cs, 0 alquenilo o alquinilo Cy-
Cs, y halo es F, Cl, Br, I. Los ejemplos especificos de modificaciones de 2'-OH son 2'-F y 2'-0 metilo. En un elemento
estructural modificado con estructura principal, el grupo fosfoéster que conecta los elementos estructurales adyacentes
puede ser reemplazado por un grupo de conexién modificado, por ejemplo, un grupo fosforotioato. En los elementos
estructurales modificados con nucleobase, puede haber una nucleobase no natural presente en lugar de una
nucleobase natural. Los analogos correspondientes de nucleobases de purina o pirimidina son bien conocidos en la
técnica. Cabe sefialar que las modificaciones anteriores pueden combinarse.

La molécula de acido nucleico se selecciona preferentemente entre moléculas de acido nucleico que son adecuadas
para aplicaciones farmacéuticas, en particular, entre moléculas no codificantes, o entre moléculas de ARN capaces
de mediar la interferencia de ARN tal como moléculas de ARNip o precursores de las mismas. Otras moléculas de
ARN adecuadas incluyen moléculas de miARN, antagomiRs, ribozimas y sus precursores. También se prefieren
transcripciones de ARN, tales como, en particular, ARNm.

La expresion "componente nucleosidico" también engloba nucledsidos o nucledtidos y analogos de los mismos. Un
nucledsido es un compuesto que comprende una nucleobase y un grupo azucar. Un compuesto nucleotidico es un
compuesto que comprende una nucleobase, un grupo azucar y un grupo fosfato. Los compuestos modificados con
azucar, fosfato y nucleobase también estan englobados por la presente invencion, en particular, agentes terapéuticos
analogos de nucledsidos o nucledétidos que son adecuados para el tratamiento del cancer y/o de infecciones viricas,
tales como AZT, aciclovir, ganciclovir, valaciclovir, gemcitabina, citarabina, etc.

El componente nucleosidico esta conectado al resto de monosacarido a través de una nucleobase de la molécula. Si
el compuesto es un acido nucleico, puede estar conectado a través de un elemento estructural presente en la molécula
de acido nucleico, en particular, a través de un elemento estructural terminal, es decir, un elemento estructural ubicado
en el extremo 5' 0 en el extremo 3' de una cadena de acido nucleico. En una realizacién preferida, la conexion se
produce a través de una nucleobase terminal modificada presente en una molécula de acido nucleico, en particular,
en una molécula de ARN. De acuerdo con una realizacion particularmente preferida, el resto de monosacarido se une
covalentemente al elemento estructural terminal 5' o 3' de una transcripcion de ARN, tal como, en particular, ARNm.
Estos conjugados demostraron ser especialmente adecuados para transfectar células vegetales y conferir cualquier
rasgo deseado a una planta de interés.

En una realizaciéon preferida, el enlace covalente al resto de monosacarido puede estar unido a una nucleobase
presente en el componente nucleosidico, por ejemplo, de un elemento estructural de una molécula de ADN o ARN,
por ejemplo, a la posicion 8 de una base de purina o a la posicion 5 de una base de pirimidina.

Una molécula de acido nucleico, por ejemplo, una molécula de ADN o ARN, en general, tiene una longitud de 5, 10,
12, 15 0 18 elementos estructurales y hasta 25, 30, 50 o 100 elementos estructurales o mas. La molécula de acido
nucleico puede prepararse mediante sintesis quimica o mediante métodos enzimaticos a partir de moldes de acido
nucleico, por ejemplo, por transcripcion, catalizados por una ARN polimerasa, por ejemplo, por ARN polimerasa de
T3, T7 o SP6, o por replicacion de ADN o por transcripcion inversa. Preferentemente, durante la sintesis quimica o
enzimatica, se incorpora un elemento estructural que comprende un grupo funcional, por ejemplo, un grupo funcional
de clic, por ejemplo, un grupo alquino terminal, o un grupo azida, un grupo alqueno restringido, tal como un grupo
norborneno, un grupo 6xido de nitrilo, un grupo imina de nitrilo o un grupo tetrazina. En una realizacion particular, se
incorpora un elemento estructural que estd modificado mediante la inclusion de un grupo alquino terminal,
opcionalmente, a través de un enlazador. En los documentos W0O2006/117161 y W02008/052775, se describen
métodos para introducir elementos estructurales modificados mediante clic en moléculas de acido nucleico. El grupo
funcional del componente nucleosidico se puede acoplar a un grupo funcional complementario que esté unido al resto
de acido graso poliinsaturado de acuerdo con métodos conocidos que implican una reaccion clic con un grupo reactivo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2742 102 T3

complementario funcional en la reaccion clic, por ejemplo, un grupo azida.

Como alternativa, se puede introducir un elemento estructural de acido nucleico modificado unido al resto de sacarido
en un acido nucleico, por ejemplo, una molécula de ARN, durante una sintesis en fase sdlida de acuerdo con métodos
convencionales, por ejemplo, usando un elemento estructural de fosforamidita.

Un conjugado para su uso de acuerdo con la invencién se puede preparar a partir de un reactivo que tiene la formula
general (V)

Fo— (L)m-(RG1): (V)
en la que

F, n, my r son como se han definido anteriormente,
L' es un enlazador y
RG1 es un grupo reactivo a clic, tal como un grupo azida (o un grupo alquino).

Un reactivo adicional para fabricar un conjugado de acido nucleico para su uso de acuerdo con la invencion, esta
representado por la férmula general (VI):

BB-(L)m-Fn (VI
en la que

F, L, ny m son como se han definido anteriormente, y
BB es un elemento estructural para sintetizar una molécula de acido nucleico, por ejemplo, un nucledsido trifosfato,
o un elemento estructural adecuado para la sintesis en fase sélida, por ejemplo, una fosforamidita.

Otro aspecto mas del presente documento es un método de fabricacion de un conjugado en el que un resto de
monosacarido se une covalentemente al extremo 3' o 5' de una transcripcién de ARN tal como ARNm, comprendiendo
dicho método

(i) acoplar el reactivo (V) con al menos un componente nucleosidico modificado (VII)
(N)-(L")m-RG2 vy
en el que

N' es una molécula de ARN, por ejemplo, una molécula de ARNm,

L" es un enlazador,

ry m son como se han definido anteriormente

RG2 es un grupo reactivo a clic capaz de reaccionar con RG1, tal como un grupo alquino (o un grupo azida),
formando asi el conjugado; o

(i) acoplar el reactivo (V) con al menos un elemento estructural de acido nucleico modificado (VIII)
BB -(L")m -RG2 (Vi
en el que

BB es un elemento estructural para sintetizar una molécula de ARN,

L" es un enlazador,

mes0o1,y

RG2 es como se ha definido anteriormente,

formando asi el reactivo (V1) e incorporando el reactivo (VI) a una molécula de ARN, por ejemplo, mediante
sintesis quimica o enzimatica, formando asi el conjugado.

Un aspecto adicional del presente documento se refiere a un método de mediaciéon de modificaciones de acido nucleico
especificas de la diana en una célula o un organismo que comprende las etapas:

(a) poner en contacto una célula u un organismo con el conjugado descrito anteriormente, en condiciones en las
que pueden producirse modificaciones de acido nucleico especificas de la diana, y

(b) mediar una modificacion de acido nucleico especifica de la diana efectuada por el componente nucleosidico
del conjugado hacia un acido nucleico diana.

La etapa de contacto (a) puede comprender introducir el conjugado en una célula diana, por ejemplo, una célula diana
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aislada, que puede estar presente en un cultivo celular, un microorganismo unicelular o una célula diana, o una
pluralidad de células diana dentro de un organismo multicelular. La célula diana es preferentemente una célula
eucariota, en particular, una célula de mamifero, incluyendo una célula humana o una célula vegetal. El organismo
diana es preferentemente una planta o un organismo mamifero, por ejemplo, un ser humano. La introduccién en un
organismo puede comprender la administracion parenteral, por ejemplo, mediante inyeccion o infusién, la
administracion transmucosa o la administracion transdérmica. En caso de una transfeccion de células vegetales, se
descubrié que, sorprendentemente, los conjugados descritos que incluyen un resto de monosacarido y unidos
covalentemente a un componente nucleosidico son absorbidos por una planta, si se afiade el conjugado a las raices
de las plantas. Por lo tanto, la introduccion de un conjugado en una planta puede comprender la administracion del
conjugado a las raices.

La etapa de mediacion (b) comprende preferentemente una inhibicién de un acido nucleico diana, por ejemplo, por
interferencia de ARN cuando se usa un conjugado de ARNip, o por inhibicion de la transcripcion del ARNm cuando se
usa un conjugado de molécula no codificante, o por inhibicion de la replicacion de virus o de células tumorales usando
un conjugado de nucledsido/nucledtido terapéutico.

El conjugado se introduce preferentemente en una célula diana por endocitosis mediada por receptor, mas
preferentemente, por endocitosis mediada por proteinas transportadoras de azucar. Por lo tanto, el conjugado puede
introducirse en la diana en ausencia de un vehiculo de administracion y/o de un reactivo de transfeccion.

De acuerdo con la invencion, el conjugado se usa para la transfeccién de células in vitro, en particular, para la
transfeccion de células vegetales o células de mamifero, incluyendo células humanas in vitro.

En otra realizacion preferida, el conjugado se usa para la transfeccion de células vegetales in vitro o in vivo.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el conjugado descrito es particularmente adecuado para la transfeccion de
células vegetales que expresan proteinas transportadoras de azucar. Los conjugados, en los que un resto de
monosacarido esta unido covalentemente al extremo 5' o 3' de una molécula de ARN monocatenario o bicatenario, tal
como ARNm o ARN no codificante, pueden introducirse con éxito en células vegetales.

El conjugado descrito se puede usar en medicina, particularmente en medicina humana, pero también en medicina
veterinaria. Por lo tanto, el presente documento también describe una composicién farmacéutica que comprende un
conjugado como se ha descrito anteriormente como el principio activo junto con un vehiculo adecuado. Para las
aplicaciones de diagnostico o terapéuticas, la composicion farmacéutica puede estar en forma de solucion, por
ejemplo, una solucién para infusion o inyeccién, una crema, pomada, comprimido, suspension o similar. La
composicion puede administrarse por cualquier via adecuada, por ejemplo, por administracion parenteral, por ejemplo,
inyeccion o infusién, por aplicacion transmucosa o por aplicacién transdérmica, o por aplicacion oral, tdpica, nasal,
rectal, etc.

La composicion farmacéutica puede comprender el conjugado como agente activo en forma no encapsulada, por
ejemplo, sin un vehiculo de administracion tal como un liposoma y/o sin un reactivo de transfeccion.

El conjugado puede usarse para la regulacion a la baja de genes en una célula o un organismo, por ejemplo, genes
viricos o genes asociados a enfermedades celulares, tales como oncogenes o genes autoinmunitarios o asociados a
enfermedades alérgicas. Los genes diana celulares preferidos son, por ejemplo, el gen syk, que es un gen
autoinmunitario o asociado a una enfermedad alérgica que codifica una tirosina quinasa esplénica (SYK), que participa
en las cascadas de sefializacion inflamatoria dependiente de IgE. El ortdlogo de SYK humano se describe en UniProt
P 43405, el ortélogo de SYK murino se describe en UniProt P 48025. Un gen diana preferido adicional es el gen APP
que codifica la proteina precursora amiloide (APP). El ortdlogo de APP humano se describe en UniProt P 05067. La
APP es escindida por las secretasas 3 o y en fragmentos neurotéxicos asociados con el desarrollo de la enfermedad
de Alzheimer. Los genes diana viricos preferidos son genes que codifican la proteina N o P de los virus del orden
Mononegavirales, tales como el virus del Ebola, virus del sarampion y virus de la rabia.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un método para transfectar una célula vegetal, que comprende
exponer una célula vegetal a un conjugado como se ha descrito anteriormente. La etapa de exponer una célula vegetal
a un conjugado como se ha definido en el presente documento, preferentemente, comprende afiadir el conjugado a
las raices de una planta. Se pudo observar que el conjugado es luego absorbido por la planta y transportado por las
raices. En particular, se pueden introducir conjugados en los que un resto de sacarido esta unido covalentemente al
extremo 3' 0 5' de una molécula de ARN monocatenario o bicatenario, tal como ARNm o ARN no codificante, con éxito
en células vegetales usando el método descrito en el presente documento.

Por lo tanto, el presente documento describe una estrategia conveniente para desarrollar nuevas lineas de plantas
que presenten determinados rasgos.

La presente invencion se describira con mas detalle mediante las siguientes figuras y los siguientes ejemplos.
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Leyendas de las figuras

Figura 1
Estructura quimica y secuencia de ARNip modificado con monosacarido. Como ejemplo comparativo, se muestra
ARNip modificado con anandamida.

Figura 2

Administracion de ARNip modificado con glucosa a células vegetales. EI ARNip modificado con glucosa afiadido a
las raices de Arabidopsis thaliana es absorbido por la planta y transportado a lo largo de las raices (Alexa = Alexa
Fluor® 647, Life Technologies).

Figura 3
Sintesis de reactivos modificados con monosacarido. El esquema de reaccién representado muestra la preparacion
de azida de glucosa (A) y triglucosazida (B).

Figura 4
Sintesis de ARNip modificado con glucosa a través de la cicloadicién de azida-alquino catalizada con cobre (1)
(CuAAC).

Figura 5

Expresion relativa de luciferasa de Renilla en células RBL-2H3 después del tratamiento con duplex de ARNip
modificado con glucosa contra luciferasa de Renilla en comparacion con el mismo ARNip con modificacion de
anandamida (ARNip-AEA). Las células se cultivaron en medio con glucosa 11,1 mM (negro) o en medio sin glucosa
(verde).

Figura 6
Principio del experimento de marcaje de la transcripcion in vitro usando ARN polimerasa de T7 y GTP marcado
con y-glucosa.

Figura 7
Marcaje quimioenzimatico regioselectivo de ARN usando ARN ligasa de T4.

Ejemplos
1. Sintesis de conjugados de ARN-monosacarido

La sintesis de la cadena de ARN modificado con monosacarido se realizé como se muestra en la Figura 4. El elemento
central de la sintesis es la reaccion clic de alquino-azida catalizada por Cu (34-39) entre una cadena de ARN
modificado con alquino y la azida de glucosa 1 correspondiente. Para comparar las cadenas de ARN modificado con
glucosa con otros sistemas, también se utilizé el método clic para la preparacion de un conjugado de triglucosa-ARN
usando monoazida de triglucosa 2, y de una cadena de ARN modificado con B-ciclodextrina con la monoazida de B-
ciclodextrina 3. Ademas, se prepar6 una cadena de ARN modificado con anandamida como ejemplo comparativo
usando monoazida de anandamida (AEA) 4. Los respectivos restos de monosacaridos, asi como la monoazida de
anandamida, se muestran en la Figura 1. En todos los casos se introdujo un espaciador corto de etilenglicol entre la
cadena de ARN vy el respectivo ligando. La tecnologia de clic permitié6 en todos los casos la unién eficaz de las
moléculas de monosacarido o ananamida al ARN. Ademas, el método permitié una conjugacion eficaz en el extremo
3' mas dificil de acceder del duplex de ARNip. Las cadenas de ARNip modificadas en 3' normalmente son mejor
toleradas por la maquinaria del ARNi (41). Para lograr la unién del extremo 3', se us6 una fosforamidita de desoxiuridina
con un asa de octadiina en C5 durante la sintesis de ARN.

En la Figura 3, se muestra la sintesis de azida de glucosa y azida de triglucosa. Para preparar la azida de glucosa 1
en una primera etapa, se introdujo un separador de etilenglicol en un derivado de glucosa protegido usando 2'-
bromoetanol. En una etapa posterior, se introdujo una funcionalidad azida antes de que el derivado de glucosa fuera
desprotegido para producir azida de glucosa 1. Para la sintesis de la azida de triglucosa, primero se prepard un
enlazador ramificado a partir de pentaeritritol y bromuro de propargilo. Posteriormente, después de proteger la
funcionalidad alcohol restante, se afiadieron tres azidas de glucosa en una reaccion clic. Al desproteger la
funcionalidad alcohol e introducir otra funcionalidad azida finalmente se obtuvo la azida de triglucosa 2.

Posteriormente, las azidas se sometieron a reaccion clic con excelentes rendimientos, obteniéndose una cadena
codificante de ARN que contenia alquino como se muestra en la Figura 4. Después de la purificacion por HPLC, Los
ARN modificados con monosacarido se hibridaron con la contracadena no codificante, obteniéndose los duplex de
ARNip representados en la Figura 1.

2. Administracion de conjugado de ARN-monosacarido a células

Para visualizar la administraciéon de los duplex de ARN a las células vivas, inicialmente, se hibridé la cadena codificante
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de ARN modificado con monosacarido con una cadena no codificante que contenia un marcador de fluoresceina
(Alexa = Alexa Fluor® 647, Life Technologies).

Se estudié la absorcion del duplex de ARN modificado con glucosa con células de Arabidopsis thaliana. Se afadio
ARNip modificado con glucosa a las raices de Arabidopsis thaliana. Los estudios de microscopia confocal
representados en la Figura 2 muestran que el ARNip no modificado es, tal como se esperaba, incapaz de entrar en
las células. EI ARNip modificado con glucosa, sin embargo, se detecté facilmente dentro de las respectivas células,
demostrando la absorcién y el transporte a lo largo de las raices. También se observé el mismo resultado con ADNbc
modificado (no mostrado).

Para demostrar que las moléculas de ARNip administradas presentan el efecto del ARNi deseado, se utilizé un ensayo
de indicador de luciferasa doble disponible en el mercado. Se transfecté un plasmido que contenia dos luciferasas
(Renilla y luciérnaga) en las células. Se evaluo el ARNi dirigiéndose a la expresion de la luciferasa de Renilla, mientras
que la luciferasa de luciérnaga sirvio como un patrén interno. Para estos estudios, se us6 el ARNip modificado con
glucosa sin modificacion adicional de fluoresceina. Los experimentos de control iniciales con duplex de ARN no
modificado (sin glucosa, sin fluoresceina) mostraron que la expresion de Renilla no se vio afectada. Por el contrario,
se observo un silenciamiento dependiente de la dosis de la expresion de Renilla en presencia de ARNip modificado
con ligando en ambas estirpes celulares (Figura 5). Lo que es mas importante, incluso una cantidad relativamente baja
de conjugado de ARNip-ligando mostré ya un efecto considerable.

Seguidamente, se evalud la eficacia silenciadora del ARNip modificado con glucosa en comparacion con el conjugado
de ananamida-ARNip. El resultado de esta comparacion se representa en la Fig. 5. Sorprendentemente, el nuevo
ARNip modificado con glucosa es constantemente significativamente mas potente que el sistema de ananamida, lo
que establece a la glucosa y a ofros restos de monosacarido como una nueva y poderosa herramienta de
administracion.

3. Marcaje de ARN en 5' usando nucleétidos marcados con y

Para marcar transcripciones de ARN en el extremo 5', primero en el 39-mero, se preparé un molde de ADN portador
de la secuencia promotora de T7 seguida de una transcripcion codificada corta. Esto permitié una reaccion de
polimerizacién del ARN independiente del cebador, lo que resulta en una transcripcién del ARN 21-mérica. Debido al
inicio de novo de la polimerasa, el primer nucleétido de ARN usado permanece como un trifosfato en la transcripcion,
proporcionando un producto de transcripcion marcado con monosacarido 5' Unico. Como, en general, la ARN
polimerasa de T7 comienza en una secuencia CC,, que genera transcripciones que se inician en G, el experimento se
realizé con GTP marcado con glucosa. A pesar de la presencia del resto de glucosa, la ARN polimerasa de T7 acepto
el trifosfato marcado y continu6 el proceso de transcripcion, dando el producto marcado con glucosa esperado.

La siguiente cadena codificante y molde que codifica una secuencia promotora de T7 y una transcripcion 21-mérica
se adquirieron en Metabion.

Codificante: 5-dATAATACGACTCACTATAGGC
Molde: 3'-dTATTATGCTGAGTGATATCCGGAAAGTGATGAGGATGGA-5

Antes de las transcripciones, se hibridaron las cadenas en un termociclador (Mastercycler Personal de Eppendorf).
Por lo tanto, se hibridaron 20 uM de la cadena codificante a 20 uyM de la cadena molde en tampon (NaCl 100 mM,
Tris-HCI 25 mM, pH = 7,6 a 25 °C) aplicando el siguiente gradiente de temperatura: 95 °C durante 4 min seguido de
enfriamiento con 2 °C/min a 4 °C.

Las transcripciones in vitro se llevaron a cabo en un tubo de PCR de 0,2 ml en una configuracion de 20 pl.

Se afiadieron hasta 40 pmol del molde de ADN hibridado en tampdn de transcripcion (HEPES 40 mM, pH = 7,4, MgCl,
6 mM, 2 mM, DTT 10 mM), ATP 400 pM, CTP, UTP, GTP 20-80 pM (400 puM para el control) y GTP 7d marcado con
glucosa 400 pM. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de una unidad de ARN polimerasa de T7 (New
England Biolabs), cuidadosamente mezclada y luego incubando a 37 °C. Después de 5h, se detuvieron las
transcripciones mediante la adicion de un volumen de colorante de carga de ARN (formamida al 47,5 %, SDS al
0,01 %, azul de bromofenol al 0,01 %, cianol de xileno al 0,005 %, EDTA 0,5 mM) y se analizaron 20 pl de cada
muestra en geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 20 % (urea 7 mM, 35 mA, 1000 V) y se visualizaron usando
un sistema de generacion de imagenes LAS-3000 (Raytest). Para la visualizacion de las transcripciones de ARN se
aplicé tincion con SYBR green |l.

4. Marcaje de ARN en 3' usando la ARN ligasa de T4

La ARN ligasa de T4 cataliza la transferencia de una citidina-3',5"-bisfosfato al 3'-OH del ARN monocatenario en
presencia de ATP.

Por lo tanto, se puede hacer reaccionar una molécula de ARN monocatenario en presencia de ARN ligasa de T4 y
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ATP con una citidina-3',5'-bisfosfato marcada portadora de una fraccion alquino en un grupo fosfato. Una reaccion clic
posterior con un resto de monosacarido modificado con azida, como los que se muestran en la Figura 1, permite la
preparacion de una molécula de ARN monocatenario modificada en 3' como se muestra en la Figura 7.
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REIVINDICACIONES

1. Uso in vitro de un conjugado que comprende al menos un resto de monosacarido y al menos un componente
nucleosidico en la transfeccion de células que tienen proteinas transportadoras de azucar en la membrana celular,
en el que, en el conjugado, se une covalentemente al menos un resto de monosacarido a al menos un componente
nucleosidico a través de un enlazador que comprende un grupo ciclico formado mediante una reaccion clic, en
particular, un grupo 1,2,3-triazol, formado mediante una reaccion clic entre un alquino y una azida, o un grupo formado
mediante una reaccion clic entre un norborneno y una imina de nitrilo, un 6xido de nitrilo o una tetrazina, en el que el
componente nucleosidico esta conectado al resto de monosacarido a través de una nucleobase, y

en el que el componente nucleosidico se selecciona entre acidos nucleicos, nucledsidos y nucleotidos.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que el componente nucleosidico es una molécula de acido nucleico, en particular,
una molécula de ARN, por ejemplo, una molécula de ARN monocatenario o una molécula de ARN bicatenario que
tiene opcionalmente al menos un saliente 3', mas particularmente, una molécula de ARNip.

3. El uso de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que el componente nucleosidico es una molécula de acido nucleico que
comprende al menos un elemento estructural modificado.

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el componente nucleosidico esta conectado al resto
de monosacarido a través de una nucleobase de un elemento estructural presente en una molécula de acido nucleico,
en particular, a través de un elemento estructural terminal presente en una molécula de acido nucleico.

5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el resto de monosacarido se selecciona entre glucosa,
manosa, galactosa, ribosa, arabinosa, fructosa, fucosa y acido sialico.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el conjugado comprende

(i) un resto de monosacarido y un componente nucleosidico, por ejemplo, una molécula de acido nucleico;

(ii) multiples grupos de monosacaridos y un componente nucleosidico, por ejemplo, una molécula de acido
nucleico;

(iii) un resto de monosacarido y multiples componentes nucleosidicos, por ejemplo, multiples moléculas de acido
nucleico; o

(iv) multiples restos de monosacaridos y multiples componentes nucleosidicos, por ejemplo, multiples moléculas
de acido nucleico.

7. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el conjugado comprende un resto de monosacarido,
unido covalentemente al extremo 3' 0 5' de una transcripcion de ARN, por ejemplo, ARNm.

8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para la transfeccion de células vegetales o células de mamifero,
por ejemplo, células humanas.

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para la regulacion a la baja de genes, por ejemplo, genes
viricos o genes asociados a enfermedades celulares, tales como oncogenes o genes asociados a enfermedades
autoinmunitarias.

10. Un método para transfectar una célula vegetal, que comprende exponer una célula vegetal a un conjugado segun
lo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.
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