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DESCRIPCION

Complejo de acidos nucleicos
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a un conjugado de acidos nucleicos y a una composicién farmacéutica que comprende
el conjugado de acidos nucleicos, etc.

Antecedentes de la Técnica

Por ejemplo, aptameros, antisentidos, acidos nucleicos sefiuelo, ribozimas, ARNip, mi-ARN y anti-mi-ARN se conocen
como medicamentos de acidos nucleicos. Se espera que dichos medicamentos de acidos nucleicos se apliquen
clinicamente a diversas enfermedades que antes eran dificiles de tratar, debido a su alta versatilidad que permite el control
de todos los genes en las células.

También se espera que los medicamentos de acidos nucleicos sean medicamentos de préxima generacion después de
los medicamentos de anticuerpos o de bajo peso molecular, debido a su alta selectividad y actividad en las células.

Sin embargo, un problema de los medicamentos de acidos nucleicos es la dificultad para administrarlos a un tejido diana.

Se ha informado del uso de un conjugado de un compuesto de fijacion de objetivo y un acido nucleico (conjugado de
acido nucleico) como uno de los métodos para suministrar eficazmente los medicamentos de acidos nucleicos in vivo.
Ejemplos del compuesto de fijacion de objetivo incluyen ligandos capaces de unirse a receptores expresados
extracelularmente. Entre otros, existe una pluralidad de informes sobre un conjugado de acidos nucleicos que utiliza N-
acetil-D-galactosamina (GalNAc) o similar como ligando capaz de unirse a un receptor de asialoglicoproteina (ASGPR)
muy expresado en células del higado. En los ultimos afos, se ha informado que conjugados de acidos nucleicos que
contienen ligandos de este tipo unidos a ARNip son suministrados eficazmente a las células del higado (Bibliografia No
de Patente 1).

Las Bibliografias de Patentes 1 y 2 describen, por ejemplo, el siguiente conjugado de &cido nucleico como un conjugado
de un compuesto de fijacién de objetivo y un oligonucleétido:
JOH

OoH
L

-0 o - NH NH. O
CH _K,Th-ivf “‘-«"‘“‘»/\TI e \L/
Q

NH.
Ac )
OH =
OH Irq__\b/ L -, NH
MNH ‘ﬁ?‘lj E}rﬂ\r/
Ac 0
Ac J
WH Q /l:
OH o ; )
Wﬂ% \‘-”HNHMNH‘ 0
OH ™ou 5
st ) O/
B extremao a ‘s},
[ Oligonucledtido };{)—3-0- M
i _ * X
OH

en donde Ac representa un grupo acetilo; en lo sucesivo, lo mismo es valido para la presente memoria descriptiva.

La Bibliografia de Patentes 3 describe un conjugado de acido nucleico que tiene la siguiente estructura que tiene una
unidad ligando de azucar-anclaje similar a la de las Bibliografias de Patentes 1y 2:
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HO {OHO i
L
HO__“ . ,-D N f«-\T - n v—vﬂs\ - N \r/“w\]
AcHN CE 0 o
HO . /Q‘\.f T \WI/N w”‘a/" o “'x,ffﬂmf’ §
ASHN 0 6 0 0O

AcHN

La Bibliografia de Patentes 4 describe un conjugado de acidos nucleicos que tiene la siguiente estructura como una unidad

ligando de azucar-anclaje.

HOOH O
Ho v
AcHN O
HOOH O
Q . A0 ATz
HO VA h
AcHN O
HOCH
O ‘
HO SRV
AcHN
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Sumario de la Invencién

Problema Técnico

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un nuevo conjugado de acido nucleico.

Solucioén al Problema
La invencion se define por las reivindicaciones.

La presente divulgacion se refiere a los siguientes (1) a (22):

(1) Un conjugado de acidos nucleicos representado por la siguiente formula 1:
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Farmula 1:
L1-$;I
A
{ﬁ:l, h1-*-.?;::%!"1
\ i/
Lz-52
en donde

X es un oligonucledtido,

L1y L2 son, cada uno independientemente, un ligando de azucar, y

S1, S2 y S3 son, cada uno independientemente, un enlazador.

(2) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (1), en donde el conjugado de acidos nucleico tiene una estructura
representada por la siguiente férmula 2:

Férmula 2:

L— T1‘{-—Qz P3%B1mvpz~m4~ P
" Pt 4 )534
L2T2—{>Q4P6ﬁ—32-—[rP5Q3+4$4/
q4 o2 q3

en donde

X, L1, L2 y S3 son cada uno como se define arriba,

P1, P2, P3, P4, P5y P6,y T1y T2 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -
S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

Q1, Q2, Q3 y Q4 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido
o no sustituido, o -(CH2CH20),-CH2CH>-, en donde n es un nimero entero de 0 a 99,

B1 y B2 son, cada uno independientemente, un enlace, o cualquier estructura representada por la siguiente formula 2-1,
en donde cada uno de los puntos terminales en cada una de las estructuras es un sitio de union a P2 o P3, 0 P5 o P6, y
m1, m2, m3 y m4 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 0 a 10:

Fdrmula 2-1:

( ’J'/r:.z l\;\ma
A S ./J\

p1y p2 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 1, 2 o 3, y

q1, g2, q3 y g4 son, cada uno independientemente, un numero entero de 0 a 10,

con la condicién de que que cuando cada uno de p1y p2 ea un nimero entero de 2 o 3, cada uno de P3y P6, Q2 y Q4,
T1y T2 o0L1yL2 sean iguales o diferentes.

(3) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (2), en donde P1 y P4 son cada uno independientemente -CO-NH-,
-NH-CO- u -O-.

(4) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (2) o (3), en donde -(P2-Q1)q1- ¥ -(P5-Q3)q3- estan cada uno
independientemente ausentes, o son cualquier estructura representada por las siguientes férmulas 3-1 a 3-3:

Farmula 3-1:
O
VR
Farmula 3-2:
H
T”’N s
5
\ O M2 mE
Farmula 3-3:
8]

mé
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en donde

m5 y m6 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 0 a 10, y cada uno de los puntos terminales en las

estructuras de las formulas 3-1 a 3-3 es un sitio de uniéon a B1 o0 B2, o P1 o P4.

(5) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con una cualquiera de (2) a (4), en donde el conjugado de acidos
5 nucleicos tiene cualquier estructura representada por las siguientes formulas 4-1 a 4-9:

Farmula 4-1:
L1—T1—GQZ—P 2
L+—T+—{qz—p; 0
g2
S3—X
H h
LZ—TZ—(-CM—F -
L2--~—Tz-{-o4—1=s
a4
Farmula 4-2:
Farmula 4-3:

S3X
L2-—-T2—(-Q4——PE

Lz—Tz—(-m—Ps
10

Formula 4-4:
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L1-—T1—(-Q2—-P3) i
L1—T1—(—QZ——P3 2

L2—-—T2+Q4—-—--Ps =
L2——T2—(~Q4-—-P6) o

Farmula 4-5:

L2—Tt2—{Q4—ps
q4

L2—T2—{Qa—ps
a4
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Farmula 4-T-

|_1--—T1—(-nz-—1=3 -

L1—-T1—fuz~—-P3)q—z/

S3X
L2—T2—(-Q4——PE -

L2—T2—(—Q4—Pﬁ)a/ 5

Farmula 4-8:

L+—T1—{Q2—pP3
q2

L =T 1—Q2—P3
a2 H

S3—X
0

Lz—Tz—(-m—P

Lz-—-'rz—{-m—p -

5 Férmula 4-9:

g4

L1—T1—(‘02—-—P -

H
S3-X

HN
0

L2 T2+Q4~—P -
en donde

X, L1,L2, S3, P3, P6, T1, T2, Q2, Q4, g2 y g4 son cada uno como se define arriba,

10 (6) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (1), en donde el conjugado de acidos nucleico tiene una estructura
representada por la siguiente férmula 5:
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Farmula &:

{ L1—11~(—Q2—P3 n1—{—pz—n1—]—p1
, g2| p1 al N\
_}-ss—x
L1—T1+—-qz—P3 B1—[>P2—Q1<]7 1
L : q2 pl ql

en donde

X, 83, P1, P2, P3, Q1, Q2, B1, T1, L1, p1, 91 y g2 son cada uno como se define arriba,

(7) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (6), en donde P1 es -CO-NH-, -NH-CO- u-O-.

(8) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (6) o (7), en donde el conjugado de acidos nucleicos tiene cualquier
estructura representada por las siguientes formulas 6-1 a 6-9:

Farmula 6-1:
L1—T1—(—QZ—P
q2

L+—T1—fQ2—P3 0
q2

H

L1—T1—(-02—-F ~
L1—T1—G02—P3
q2

Farmula 6-2:

53X

Fadrmula 6-3:

|_1—T1—(?Qz-—pa 2\ 1 P
L1—T1-{Qz—p3 —
L1---T1«-(qz—|=3

L1-—T1—faz-—|=3 -

Foérmula 6-4:
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L1——T1—(—Q2-—--Ps) a2

L““T’+°"’*"P3M
NH

L1—-T1—(—Q2 —p3}-
L1—T1—(—Q2—=~P3)

Farmula 6-5:

Formula 6-6:
L1—T1—-(Q2———-p3 -

2 N{O
L+—T+—{a2—p3 -~/ H g

L1--——T1—€Q2—-—-P3b—\n—{
L1—--T1-—(Q:—-—-—p3 ~

~53-X
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Farmula 6-7:

L1—T1—€QE—'F"3

Férmula 6-9:

L 1—T1+Q2——P '

L1

en donde

X, S3, P3, Q2, T1, L1 y g2 son cada uno como se define arriba,

(9) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de (2) a (8), en donde el conjugado de acidos nucleicos
tiene cualquier estructura representada por las siguientes férmulas 7-1 a 7-9:

10
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Farmula 7-1:
L
H H
l)_,:,_/_/_/_NH ;
J/ﬁ;'m
Farmula 7-2:

H

L

1"
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Férmula 7-3:

Férmula 7-4

12
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Farmula 7-5:
L

L1
8
H
H
H
H

+—Q
T
H
0
H

Férmula 7-6:

53-X

i

20—\_\_€J—\_‘2:

L

M
L
Q
H
i
H

13
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Fdarmula 7-7:

Férmula 7-8:

14
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Fdrmula 7-9:

=X

L2—0
(10) EI conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con (1) a (9), en donde el conjugado de acidos nucleico tiene una
estructura representada por la siguiente formula 11:

Férmula 11:
L1~—S1\
{ MP?*QS*}—-B3+QG—PS+Q7-X
/” q5 q6
L2-52
en donde

X, L1, L2, S1y S2 son cada uno como se define arriba,

P7 y P8 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

Q5, Q6 y Q7 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o
no sustituido, o - (CH2CH20)ns-CH2CH>-, en donde n8 es un nimero entero de 0 a 99,

B3 es cualquier estructura representada por la siguiente formula 11-1, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q5 y Q6:

Férmula 11-1:

15
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Q
A o 0 8-§5_ %
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g5 y g6 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 0 a 10,

(11) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de (1) a (10), en donde el conjugado de acidos nucleicos
tiene cualquier estructura representada por las siguientes férmulas 12-1 a 12-12:

16
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Fdrmula 12-1:
'._1—3\]
"\ g
L2—=52 HH
H
Q
j
X
Farmula 12-2:
L1— -51 o
12— sz 9-)
GL_“
o]
.

Férmula 12-3:
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L8]
s
R o
L2—82 HN
HN;
HOLC Q
S.
X
Farmula 12-4:
|.1--s_:\
& )o
;y & . o
L2-52 HN-—
o
HN OH
4

Foérmula 12-5:

L1—S{|

18
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Farmula 12-6:
L1_s‘1h H 0
(0" n
L2-82 U‘->
AN
0
;N
| .
|;.IH~I
N\r)f@ i
,i'-r\'\ Nmf"w NH
=/ o %
LS ing
X
Férmula 12-7:
L1—S1\
(}NH
e Ve
L2—$2 O HN
H
0
(g) nb'
X
Farmula 12-8:

19
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Fdrmula 12-9:

L1=S]
G,

LZI—52
': }nﬂ‘
X
Férmula 12-10:
|_1—s1\
-
g‘/j N\
L2—-82 N0
H

Farmula 12-11:

L1- 51
_ Y o
?i o _".‘I : Q 4 ) _ G
f N y ]
L2 52 UL HN. - OH
o N -~
X
Fdrmula 12-12:
Li—5d
=\
W F D\_ . gl
;‘ .?r ! ) ‘.-\‘}' "-I"w o o -‘w-_."'r\ e “L\_\_\_“._P‘“ o .HO
L2552 n2'N = ]
H HMN ,\__I,f ~0OH
0" "NH
L‘!-\.
i
X

10 en donde
X, L1, L2, S1y S2 son cada uno como se definié arriba, y n1’ a n12' son, cada uno independientemente, un nimero entero
de 1a 10.
(12) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de (1) a (11), en donde el ligando de azlicar es manosa
o N-acetilgalactosamina.

20
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(13) El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de (1) a (12), en donde el oligonucleétido comprende
un nucleétido modificado.

(14) Una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con cualquiera de (1)
a (13).

(15) La composicion farmacéutica de acuerdo con (14), en donde la composicion farmacéutica es para transferir a una
célula.

(16) La composicion farmacéutica de acuerdo con (15), en donde la célula es una célula del higado.

(17) La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de (14) a (16), en donde la composiciéon farmacéutica se
administra por via intravenosa o se administra por via subcuténea.

(18) Un método para tratar o prevenir una enfermedad, que comprende administrar un conjugado de acidos nucleicos de
acuerdo con cualquiera de (1) a (13) o una composiciéon farmacéutica de acuerdo con cualquiera de (14) a (17) a un
paciente que lo necesite.

(19) El método de tratamiento o prevencién de acuerdo con (18), en el que el paciente es un mamifero.

(20) Un compuesto representado por la siguiente férmula 8:

Formula 8:
R1—NH
O
HN
-Y~R3
HN
— 0
R2—~N
H
en donde

R1 y R2 son, cada uno independientemente, un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo
benciloxicarbonilo, un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, -CO-R4 o -CO-B4-[(P9-Q8)q7-T3-L3]ps,

P9 y T3 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

Q8 esta ausente o es alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no sustituido, o -(CH2CH20)n1-CH2CH,-, en
donde n1 es un nimero entero de 0 a 99,

B4 es un enlace, o cualquier estructura representada por la siguiente férmula 8-1, en donde cada uno de los puntos
terminales en cada una de las estructuras es un sitio de unioén a un grupo carbonilo, o P9y m7, m8, m9 y m10 son, cada
uno independientemente, un numero entero de 0 a 10:

Fdrmula 8-1:

Hp L= 2 9\”\“

'--'m1|'.'l

p3 es un numero enterode 1,2 0 3,

g7 es un numero entero de 0 a 10,

L3 es un ligando de azucar,

Y es -O- (CH2)m11-NH- 0 -NH-CO- (CH2)m12-NH-, en donde m11 y m12 son, cada uno independientemente, un nimero
entero de 1a 10,

R3 es un atomo de hidrogeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo, un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo,-CO-R4, -CO-(CH2CH20)2-CH2CH2-N3 o -CO-Q9-B5-(Q10-P10)qe-X1, en donde n2 es un
numero entero de 0 a 99,

P10 esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

Q9 y Q10 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no
sustituido, o - (CH2CH20)n3-CH2CH>-, en donde n3 es un numero entero de 0 a 99,

B5 es cualquier estructura representada por la siguiente férmula 8-2, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q9 y Q10:

Férmula 8-2:

21
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g8 es un numero entero de 0 a 10,

X1 es un atomo de hidrégeno o un soporte en fase sélida, y

R4 es un grupo alquilo que tiene de 2 a 10 atomos de carbono sustituidos con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del grupo
que consiste en un grupo amino no sustituido o sustituido con un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo o
un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, un grupo carboxi, un grupo maleimida y un grupo aralquiloxicarbonilo.

(21) Un compuesto representado por la siguiente formula 9:

22
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Farmula 9:
R‘5
H NH
R5—N
NH
L#] L‘*\ 0
HN
¥Y'—R3
HM
o —~ ©
WaNDa
R6—N
NH
RE
en donde

R5 y R6 son, cada uno independientemente, un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo
benciloxicarbonilo, un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, -CO-R4' 0 -CO-Q11-(P11-Q11")qe-T4-L4,

P11y T4 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

cada uno de Q11 y Q11 esta ausente o es alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no sustituido, o -
(CH2CH20)ns-CH2CH>-, en donde n4 es un nimero entero de 0 a 99,

g9 es un numero entero de 0 a 10,

L4 es un ligando de azucar,

Y’ es -O-(CHz2)m11-NH- 0 -NH-CO-(CHz)m12-NH-, en donde m11’ y m12’ son, cada uno independientemente, un nimero
entero de 1a 10,

R3 es un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo, un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo, -CO-R4', -CO-(CH2CH20)n2-CH2CH>-N3 o -CO-Q9'-B5'-(Q10'-P10'")4e-X1’, en donde n2 es un
numero entero de 0 a 99,

P10’ esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

Q9 y Q10 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o
no sustituido, o - (CH2CH20)n3-CH2CHa-, en donde n3’ es un nimero entero de 0 a 99,

B5' es cualquier estructura representada por la siguiente férmula 9-1, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q9’y Q10"

Férmula 9-1:
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g8’ es un nimero entero de 0 a 10,

X1’ es un atomo de hidrégeno o un soporte en fase solida, y

R4’ es un grupo alquilo que tiene de 2 a 10 atomos de carbono sustituidos con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del
5 grupo que consiste en un grupo amino no sustituido o sustituido con un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo

benciloxicarbonilo o un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, un grupo carboxi, un grupo maleimida y un grupo
aralquiloxicarbonilo.

(22) Un compuesto representado por la siguiente férmula 10:
Fdrmula 10:

RY
&

o o
RTJK/”
ne'

¥2—R49

10 en donde
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R7 y R8 son, cada uno independientemente, un grupo hidroxi, un grupo t-butoxi, un grupo benciloxi, -NH-R10 o -NH-Q12-
(P12-Q12")q10-T5-L5,
P12y T5 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,
5 cada uno de Q12 y Q12’ esta ausente o es alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no sustituido, o -

(CH2CH20)ns-CH2CH>-, en donde n5 es un nimero entero de 0 a 99,
L5 es un ligando de azucar,
Y2 es -O-(CH2)m13-NH- 0 -NH-CO-(CH2)m14-NH-, en donde m13 y m14 son, cada uno independientemente, un nimero
entero de 1a 10,

10 q10 es un numero entero de 0 a 10,
R9 es un atomo de hidrogeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo, un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo,-CO-R10, -CO-(CH2CH20)n6-CH2CH2-N3 0 -CO-Q13-B6-(Q14-P13)411-X2, en donde n6 es un
numero entero de 0 a 99,
P10 esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

15 Q13 y Q14 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o
no sustituido, o - (CH2CH20)n7-CH2CH>-, en donde n7 es un nimero entero de 0 a 99,
B6 es cualquier estructura representada por la siguiente formula 10-1, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q13 y Q14:

Formula 10-1:
20
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q11 es un numero entero de 0 a 10,
X2 es un atomo de hidrégeno o un soporte en fase sélida, y
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R10 es un grupo alquilo que tiene de 2 a 10 atomos de carbono sustituidos con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en un grupo amino no sustituido o sustituido con un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo
benciloxicarbonilo o un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, un grupo carboxi, un grupo maleimida y un grupo
aralquiloxicarbonilo. Efectos Ventajosos de la Invencion

Por ejemplo, una composiciéon farmacéutica que comprende el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion
puede administrarse a mamiferos para tratar diversas enfermedades relacionadas in vivo.
Descripcion de Realizaciones

El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion es un conjugado de acidos nucleicos representado por la
siguiente férmula 1:
Fdarmula 1:

L1—851

f\“\ V83
%}

L2-S

En la formula 1,

X es un oligonucledétido,

L1y L2 son, cada uno independientemente, un ligando de azucar, y
S1, S2 y S3 son, cada uno independientemente, un enlazador.

En la presente divulgacion, S1y S2 pueden unirse cada uno al anillo de benceno en una posicion orto, meta o para con
respecto a la posicion de sustitucion de S3 en el anillo de benceno. Se prefiere un conjugado de acidos nucleicos
representado por laférmula 1-1 dada méas adelante. Los enlaces de S1y S2 al anillo de benceno en la formula 1 significan
que los enlaces pueden estar en posiciones arbitrarias distintas de la posicién de sustitucion de S3 en el anillo de benceno.

Farmula 1-1:
L1-—-51

En la férmula 1-1,
X, L1, L2, S1, S2 y S3 son cada uno como se define arriba,

En la presente memoria descriptiva, la expresion "tal como se define arriba" significa que, cuando se toma la formula 1-1
como ejemplo, cada uno de X, L1, L2, S1y S2 en la férmula 1-1 puede ser el mismo grupo que en la definicion sobre
cada uno de X, L1, L2, S1y S2 arriba descritos en la férmula 1.

En la presente divulgacion, X es un oligonucledtido y se puede utilizar un oligonucleétido que se sabe que se utiliza como
medicamento de acidos nucleicos. En la presente invencion, el medicamento de acidos nucleicos significa un nucleétido
que se utiliza como un aptamero, un antisentido, un acido nucleico sefiuelo, una ribozima, ARNip, mi-ARN, anti-mi-ARN
o similares.

En la presente divulgacion, el oligonucleotido no solo esta unido a S3 a través de la posicion 3’ 0 5' de un resto de azucar
que constituye un nucleétido, sino que puede unirse a S3 a través de un resto de base que constituye el nucledtido. En
la presente invencion, el oligonucledtido puede entenderse como un grupo que tiene una estructura que une el
oligonucleétido a S3. Por ejemplo, cuando el oligonucledtido esta unido a S3 a través de -OP(Z)(Z')O- (en donde Zy Z'
son cada uno independientemente un atomo de oxigeno o un atomo de azufre), el oligonucledtido representado por X
puede entenderse como oligonucleétido -OP(Z)(Z")O-.

El oligonucleodtido puede ser un oligonucledtido de cadena sencilla o de cadena doble.

El enlazador S3 y el oligonucledtido X estan unidos entre si en el extremo 3 'o 5' del oligonucledtido. Cuando el
oligonucledtido es de doble cadena, el enlazador S3 se une preferiblemente al extremo 3’ 0 5' de una cadena sentido que
constituye el acido nucleico de doble cadena, aunque el enlace no se limita al mismo.

En la presente divulgacion, a un acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos complementaria al ARNm
diana también se le alude como un nucledtido antisentido, y a un acido nucleico que comprende una secuencia de
nucledtidos complementaria a la secuencia de nucleétidos del nucleétido antisentido también se le alude como un
nucledtido sentido.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 858 090 T3

El oligonucledtido que constituye el conjugado de acidos nucleicos utilizado en la presente divulgacion puede tener
cualquier forma, siempre que el oligonucleétido tenga la capacidad de controlar la expresion de un gen diana cuando se
transfiere a células de mamifero. Se utiliza adecuadamente un oligonucledtido de cadena sencilla o un oligonucleétido
de doble cadena.

El oligonucleétido puede ser cualquier molécula que sea un polimero de nucleétidos o moléculas funcionalmente
equivalentes a los nucleétidos. Ejemplos del mismo incluyen ADN que es un polimero de desoxirribonucledtidos, ARN
que es un polimero de ribonucledtidos y un acido nucleico quimérico que es un polimero de ADN y ARN. Alternativamente,
el oligonucleétido puede ser un polimero nucleotidico derivado de ADN, ARN o un &cido nucleico quimérico mediante el
reemplazo de al menos un nucledtido (desoxirribonucledtido, ribonucledtido, etc.) por una molécula funcionalmente
equivalente al nucledtido. Uracilo (U) en ARN y timina (T) en ADN se pueden utilizar indistintamente entre si.

Ejemplos de moléculas funcionalmente equivalentes a nucleétidos incluyen derivados de nucledtidos preparados
modificando nucledtidos. Por ejemplo, una molécula de desoxirribonucleétido o ribonucleétido modificada se utiliza
adecuadamente para mejorar o estabilizar la resistencia a las nucleasas, para potenciar la afinidad por un acido nucleico
de cadena complementaria, para potenciar la permeabilidad de la célula o para visualizar la molécula, en comparacion
con ADN o ARN.

Ejemplos de derivados de nucledtidos incluyen nucleétidos modificados en al menos uno de un resto de azucar, un enlace
fosfodiéster y una base, tales como nucleétidos modificados en el resto de azucar, nucleétidos modificados en el enlace
fosfodiéster y nucleétidos modificados en la base.

El nucledtido modificado en el resto de azucar puede ser cualquier nucleétido en el que una parte o la totalidad de la
estructura quimica de su azucar esté modificada o sustituida con un sustituyente arbitrario o sustituida con un atomo
arbitrario. Se utiliza preferiblemente un nucleétido modificado en 2'.

Ejemplos de nucledtidos modificados en 2’ incluyen nucleétidos modificados en 2', en los que el grupo 2'-OH de la ribosa
esta sustituido con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en OR, R, R'OR, SH, SR, NHz, NHR, NRy, N3,
CN, F, CI, Br e | (R es alquilo o arilo, preferiblemente alquilo que tiene 1 a 6 dtomos de carbono, y R’ es alquileno,
preferentemente alquileno que tiene 1 a 6 atomos de carbono).

Ejemplos de la modificacion 2’ incluyen preferiblemente la sustitucion con F, un grupo metoxi y/o un grupo etoxi. Ejemplos
adicionales de los mismos incluyen nucleétidos modificados en 2’ que tienen sustitucion con un sustituyente seleccionado
del grupo que consiste en un grupo 2-(metoxi)etoxi, un grupo 3-aminopropoxi, un grupo 2-[(N,N-dimetilamino)oxi]etoxi, un
grupo 3-(N,N-dimetilamino)propoxi, un grupo 2-[2-(N,N-dimetilamino)etoxiletoxi, un grupo 2-(metilamino)-2-oxoctoxi, un
grupo 2-(N-metilcarbamoil)etoxi y un grupo 2-cianoetoxi.

Un acido nucleico puenteado (BNA) que tiene dos estructuras ciclicas mediante la introduccion de una estructura
puenteada al resto de azucar también se utiliza adecuadamente como el nucleétido modificado en el resto de azucar.
Ejemplos especificos del mismo incluyen acido nucleico bloqueado (LNA) que tiene el atomo de oxigeno en la posicion 2’
y el atomo de carbono en la posicion 4' puenteado mediante metileno [Tetrahedron Letters, 38, 8735 (1997); y Tetrahedron,
54, 3607 (1998)], acido nucleico puenteado con etileno (ENA) [Nucleic Acid Research, 32, e175 (2004)], etilo restringido
(cEt) [The Journal of Organic Chemistry 75, 1569 (2010)], acido nucleico puenteado con amido (AmNA) [Chem Bio Chem
13, 2513 (2012)] y acido nucleico puenteado con 2'-0,4'-C-espirociclopropileno (scpBNA) [Chem. Commun., 51, 9737
(2015)].

Ejemplos adicionales del nucleétido modificado en el resto de azucar incluyen acido nucleico peptidico (PNA) [Acc. Chem.
Res., 32, 624 (1999)], acido nucleico oxi-peptidico (OPNA) [J. Am. Chem. Soc., 123, 4653 (2001)] y acido ribonucleico
peptidico (PRNA) [J. Am. Chem. Soc. 122, 6900 (2000)].

El nucleotido modificado en el resto de fosfodiéster puede ser cualquier nucleétido en el que una parte o la totalidad de la
estructura quimica de su enlace fosfodiéster esté modificada o sustituida con un sustituyente arbitrario o sustituida con
un atomo arbitrario. Ejemplos de los mismos incluyen un nucleétido resultante de la sustituciéon del enlace fosfodiéster
con un enlace fosforotioato, un nucleétido resultante de la sustitucion del enlace fosfodiéster con un enlace fosforoditioato,
un nucleotido resultante de la sustitucion del enlace fosfodiéster con un enlace alquilfosfonato y un nucleétido resultante
de la sustitucidon del enlace fosfodiéster con un enlace fosforamidato y preferiblemente incluye un nucleétido resultante
de la sustitucion del enlace fosfodiéster con un enlace fosforotioato.

El nucleétido modificado en la base puede ser cualquier nucleétido en el que una parte o la totalidad de la estructura
quimica de su base esté modificada o sustituida con un sustituyente arbitrario o sustituida con un atomo arbitrario.
Ejemplos de los mismos incluyen un nucleétido resultante de la sustitucion de un atomo de oxigeno en la base con un
atomo de azufre, un nucledtido resultante de la sustitucion de un atomo de hidrogeno con un grupo alquilo que tiene 1 a
6 atomos de carbono o un grupo halégeno, un nucleétido resultante de la sustitucién de un grupo metilo con un atomo de
hidrégeno, un grupo hidroximetilo o un grupo alquilo que tiene 2 a 6 atomos de carbono, y un nucledétido resultante de la
sustitucién de un grupo amino con un grupo alquilo que tiene 1 a 6 atomos de carbono, un grupo alcanoilo que tiene 1 a
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6 atomos de carbono, un grupo oxo, un grupo hidroxi o similares. En un aspecto preferido de la presente invencion,
también se utiliza 5-metilcitosina (5-mC) en lugar de citosina (C) como nucleétido modificado en la base.

Ejemplos de los derivados de nucleétidos también incluyen nucleétidos o nucleétidos modificados en al menos uno de un
resto de azlcar, un enlace fosfodiéster y una base que contiene una sustancia quimica adicional, tal como péptido,
proteina, azucar, lipido, fosfolipido, fenazina, folato, fenantridina, antraquinona, acridina, fluoresceina, rodamina,
cumarina o un colorante, afiadido directamente o mediante un enlazador, y especificamente incluyen derivados de
nucledtidos con adicion de poliamina 5', derivados de nucledtidos con adicion de colesterol, derivados de nucledtidos con
adicién de esteroides, derivados de nucledtidos con adicion de acido biliar, derivados de nucledtidos con adicién de
vitaminas, derivados de nucleétidos con adicién de Cy5, derivados de nucledtidos con adicion de Cy3, derivados de
nucleétidos con adicién de 6-FAM y derivados de nucledtidos con adicion de biotina.

El derivado de nucleétido puede formar una estructura puenteada, tal como una estructura de alquileno, una estructura
de péptido, una estructura de nucleétido, una estructura de éter, una estructura de éster y una estructura combinada con
al menos una de estas estructuras, con otro nucleétido o derivado de nucleétido dentro del acido nucleico.

El oligonucleétido también abarca moléculas en las que una parte o la totalidad de los atomos esta sustituida con un
atomo que tiene un numero de masa atémica diferente del mismo (is6topo).

En la presente memoria descriptiva, el término "complementacion" significa una relacion capaz de formar un par de bases
entre dos bases mediante un enlace de hidrégeno suave, por ejemplo, la relacién entre adenina y timina o uracilo, y la
relacion entre guanina y citosina.

En la presente memoria descriptiva, el término "complementario” no solo significa el caso en el que dos secuencias de
nucleétidos son completamente complementarias entre si, sino que significa que puede estar presente del 0 al 30%, del
0 al 20% o del 0 al 10% de una base de emparejamiento erroneo entre las secuencias de nucledtidos y, por ejemplo, un
oligonucledtido antisentido complementario al ARNm diana puede contener la sustitucién de una o mas bases en su
secuencia de nucledtidos completamente complementaria a una secuencia de nucledtidos parcial del ARNm diana.
Especificamente, el oligonucleétido antisentido puede tener 1 a 8, preferiblemente 1 a6, 1 a4 o 1 a 3, particularmente, 2
0 1 bases de emparejamiento erréoneo para una secuencia diana de un gen diana.

También, el término "complementario" abarca el caso en el que dos secuencias de nucledtidos, una de las cuales es
completamente complementaria a la otra secuencia de nucleétidos, tienen la adicién y/o delecion de una o mas bases.
Por ejemplo, el ARNm diana y el oligonucledétido antisentido pueden tener 1 0 2 bases abombadas en la cadena antisentido
y/o la region del ARNm diana mediante la adicion y/o delecion de bases en el oligonucleétido antisentido.

En lo que sigue, el término "complementario" se describe para abarcar también "complementacion".

El oligonucledtido antisentido utilizado en la presente divulgaciéon es un oligonucledtido complementario al ADN que
codifica el gen diana o un precursor de ARNm, ARNm, un precursor de microARN o microARN transcrito del ADN que
codifica el gen diana e inhibe la funcion del ADN, el precursor de ARNm, el ARNm, el precursor de microARN o el
microARN formando un duplex con el ADN, el precursor de ARNm o el ARNm fijado como objetivo por el oligonucleétido
antisentido.

El oligonucledtido antisentido incluye no solo un oligonucledtido completamente complementario a su ADN diana,
precursor de ARNm, ARNm, precursor de microARN o microARN, sino un oligonucledtido que tiene uno o varios
emparejamientos erroneos siempre que el oligonucledtido pueda hibridar bajo condiciones estrictas con el ADN, el
precursor de ARNm, el ARNm, el precursor de microARN o el microARN.

El oligonucledtido antisentido puede introducirse en forma de un oligémero en horquilla o un oligémero ciclico y puede
contener un factor estructural tal como una protuberancia o bucle interno o terminal siempre que el acidos nucleicos se
hibrida con el gen diana.

La longitud del oligonucledtido antisentido es de 8 a 80 bases, preferiblemente de 8 a 30 bases. La longitud puede ser,
por ejemplo, de 8 a 20 bases, de 10 a 20 bases, de 13 a 20 bases, de 13 a 16 bases, 13 bases, 14 bases, 15 bases, 16
bases, 17 bases, 18 bases, 19 bases o 20 bases.

El oligonucleodtido antisentido, cuando se transfiere a las células, puede unirse a su precursor de ARNm complementario
o ARNm e inhibir estéricamente la traduccion del mismo en una proteina, inhibiendo la expresion del gen diana.

El oligonucleétido antisentido también puede unirse a su precursor de microARN complementario o microARN en las
células e inhibir estéricamente la funcién del microARN.

El oligonucledtido antisentido puede unirse a su ARNm complementario o precursor de ARNm en las células y escindir el

ARNm o el precursor de ARNm. La accion mediada por la RNasa H, que es una endonucleasa que escinde la cadena
de ARN de un duplex de ARN y ADN, se conoce como un ejemplo. Cuando el oligonucleétido antisentido de la presente
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invencion en las células forma un duplex con el ARNm o el precursor del ARNm, el diplex puede ser reconocido por la
RNasa H, que luego puede degradar enzimaticamente la cadena de ARNm complementaria.

Se prefiere un oligonucleétido antisentido que tenga de 4 a 80 regiones de ADN consecutivas para inducir la escision del
ARNmM o del precursor del ARNm por la RNasa H.

En este caso, el oligonucledtido antisentido tiene preferiblemente de 0 a 80%, mas preferiblemente de 10 a 60%, mas
preferiblemente de 20 a 50% de un nucledtido modificado en el resto de azicar. Cuando el oligonucleétido antisentido
tiene un nucleétido modificado en el resto de azlcar, el niUmero de regiones de ADN consecutivas es mas preferiblemente
de 4 a 20, mas preferiblemente de 4 a 15, mas preferiblemente de 5 a 10. La posicion del nucleétido modificado en el
resto de azucar en el oligonucleétido antisentido esta preferiblemente cerca del extremo 5’ y/o cerca del extremo 3'y es
mas preferiblemente una posicion dentro del 25% de la longitud total desde el extremo 5’ y/o una posicion dentro del 25%
de la longitud total desde el extremo 3'.

El oligonucleétido antisentido también puede inducir la inhibicién de la expresion de un gen diana formando un duplex con
su acido oligonucleico complementario y transfiriendo el acido nucleico de doble cadena a las células (véase la Publicacion
Internacional n°® WO 2005/113571). En este caso, la posicién de modificacién del acido nucleico de doble cadena con un
ligando es preferiblemente el extremo 5’ 0 3' del &cido oligonucleico complementario.

El oligonucleétido antisentido utilizado en la presente invencion también puede incrementar la expresién de un gen diana
utilizando una secuencia de nucleétidos complementaria a una secuencia de promotor o similar del gen diana (véanse las
Publicaciones Internacionales N°s WO 2013/173601 y WO 2013/173637).

Ejemplos de un método para producir el oligonucleétido antisentido incluyen, pero no se limitan particularmente a métodos
que utilizan sintesis quimica conocida en la técnica y métodos de transcripcién enzimatica. Ejemplos de los métodos que
utilizan sintesis quimica conocidos en la técnica pueden incluir un método de fosforamidita, un método de fosforotioato,
un método de fosfotriéster y un método CEM [Nucleic Acid Research, 35, 3287 (2007)]. El oligonucleétido antisentido se
puede sintetizar utilizando, por ejemplo, un sintetizador de acidos nucleicos de alto rendimiento ABI3900 (fabricado por
Applied Biosystems, Inc.). Una vez completada la sintesis, se realiza la disociacion de una fase sélida, la desproteccion
de un grupo protector y la purificacion del compuesto de interés, etc. De manera deseable, se obtiene mediante la
purificacion un oligonucledtido antisentido que tiene una pureza del 90% o mas, preferiblemente del 95% o mas. Ejemplos
de los métodos de transcripcion enzimatica para producir el oligonucleétido antisentido de la presente invencién incluyen
métodos basados en la transcripcion utilizando un plasmido o ADN que tiene la secuencia de nucledétidos de interés como
molde y ARN polimerasa de fago, por ejemplo, ARN polimerasa de T7, T3 o SP6.

El oligonucledtido de doble cadena utilizado en la presente divulgacion puede estar constituido por cualquier
oligonucledtido o derivado del mismo, siempre que el oligonucledétido o el derivado sea un acidos nucleicos que comprende
una secuencia de nucleétidos complementaria a una secuencia de nucledtidos parcial de ARNm diana y/o un acido
nucleico. que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucleétidos del acido nucleico.

El oligonucledtido de doble cadena utilizado en la presente divulgacion puede tener cualquier longitud siempre que el
acido nucleico que comprende una secuencia de nuclettidos complementaria a la secuencia de ARNm diana y el acido
nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de nucledtidos del acido nucleico
pueda formar un duplex. Lalongitud de secuencia que permite la formacion del duplex es habitualmente de 11 a 35 bases,
preferiblemente de 15 a 30 bases, mas preferiblemente de 17 a 25 bases, mas preferiblemente de 17 a 23 bases,
particularmente preferiblemente de 19 a 23 bases.

En la presente divulgacion, un acido nucleico de cadena sencilla que consiste en un acido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de ARNm diana e inhibe la expresion de la proteina diana, o un
acido nucleico de doble cadena que consiste en un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos
complementaria a la secuencia de ARNm diana y un acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos del acido nucleico e inhibe la expresion de la proteina diana se utiliza
adecuadamente como oligonucledtido de doble cadena que inhibe la expresion de la proteina diana.

El oligonucledtido de doble cadena también puede aumentar la expresion de un gen diana al utilizar una molécula que
consiste en un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a una secuencia de promotor
o similar del gen diana y un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia
de nucledtidos del acido nucleico [Nucleic Acid Research, 41, 10086 (2013); y Hepatology, 59, 216 (2014)].

El oligonucledtido de doble cadena se refiere a nucledtidos que tienen una region duplex formada por el apareamiento de
dos oligonucledtidos. La region duplex se refiere a un resto en el que los nucleétidos o derivados de los mismos, que
constituyen las dos cadenas, han formado un duplex al constituir pares de bases. La region duplex es normalmente de
11 a 27 pares de bases, preferiblemente de 15 a 25 pares de bases, mas preferiblemente de 15 a 23 pares de bases,
mas preferiblemente de 17 a 21 pares de bases.
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Cada uno de los oligonucleétidos de cadena sencilla que constituye el oligonucledtido de doble cadena consiste
habitualmente en 11 a 30 bases, preferiblemente 15 a 29 bases, mas preferiblemente 15 a 27 bases, mas preferiblemente
15 a 25 bases, de manera particularmente preferida de 17 a 23 bases.

El oligonucleétido de doble cadena puede tener un nucleétido o derivado de nucleétido adicional que no forma duplex en
el lado 3’ o 5' posterior a la region duplex. A este resto que no forma duplex se le alude como colgante. Cuando el
oligonucleétido de doble cadena tiene un colgante, el nucledtido que constituye el colgante puede ser un ribonucleétido,
un desoxirribonucledtido o un derivado del mismo.

Un oligonucleétido de doble cadena que tiene un colgante que consiste en 1 a 6 bases, habitualmente 1 a 3 bases, en el
extremo 3’ 0 5' de al menos una de las cadenas se utiliza como el oligonucleétido de doble cadena que tiene el colgante.
Se utiliza preferiblemente un oligonucleétido de doble cadena que tiene un colgante que consiste en 2 bases. Ejemplos
de los mismos incluyen oligonucleétidos de doble cadenas que tienen un colgante que consiste en dTdT o UU. El colgante
puede estar presente solo en el oligonucledtido antisentido, solo en el oligonucleétido sentido y tanto en el oligonucledtido
antisentido como en el oligonucleétido sentido. Se utiliza preferiblemente un oligonucleétido de doble cadena que tiene
un colgante en el oligonucledtido antisentido. El oligonucleétido antisentido comprende la region duplex y el colgante
subsiguiente a la misma.

Un &cido nucleico que consiste en una secuencia idéntica a la secuencia de nucledtidos de un gen diana o la secuencia
de nucleétidos de su cadena complementaria puede utilizarse en el oligonucleétido de doble cadena. Un acido nucleico
de doble cadena que consiste en un acidos nucleicos derivado del acido nucleico por el truncamiento de 1 a 4 bases del
extremo 5 o 3' de al menos una cadena, y un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos
complementaria al nucleétido. puede utilizarse la secuencia del acido nucleico.

El oligonucledtido de doble cadena puede ser ARN de doble cadena (ARNdc) que comprende un duplex de ARN, ADN
de doble cadena (ADNdc) que comprende un duplex de ADN o un acido nucleico hibrido que comprende un duplex de
ARN-ADN. Alternativamente, el oligonucleétido de doble cadena puede ser un acido nucleico quimérico que tiene dos
cadenas, una o ambas de las cuales consiste en ADN y ARN. Se prefiere el ARN de doble cadena (ARNdc).

Preferiblemente, el 2° nucledtido contado desde el extremo 5 del oligonucledtido antisentido es complementario al 2°
desoxirribonucledtido contado desde el extremo 3' de la secuencia de ARNm diana. Mas preferiblemente, los 2° a 7°
nucledtidos contados desde el extremo 5 del oligonucleétido antisentido son complementarios a los 2° a 7°
desoxirribonucledtidos contados desde el extremo 3' de la secuencia de ARNm diana. Preferiblemente ademas, los 2° a
11° nucledtidos contados desde el extremo 5’ del oligonucleétido antisentido son complementarios a los 2° a 11°
desoxirribonucledtidos contados desde el extremo 3' de la secuencia de ARNm diana. También preferiblemente, el 11°
nucledtido contado desde el extremo 5 del oligonucledtido antisentido es complementario al 11° desoxirribonucledtido
contado desde el extremo 3' de la secuencia de ARNm diana. Mas preferiblemente, los 9° a 13° nucledtidos contados
desde el extremo 5’ del oligonucledtido antisentido son complementarios a los 9° a 13° desoxirribonucleétidos contados
desde el extremo 3' de la secuencia de ARNm diana. Preferiblemente ademas, los 7° a 15° nucleétidos contados desde
el extremo 5’ del oligonucledtido antisentido son complementarios a los 7° a 15° desoxirribonucleétidos contados desde
el extremo 3' de la secuencia de ARNm diana.

El oligonucledtido de doble cadena contiene preferiblemente 50 a 100%, mas preferiblemente 70 a 100%, mas
preferiblemente 90 a 100%, de un nucledtido modificado con respecto a los nucledtidos dentro de la region del acido
nucleico de doble cadena.

El oligonucledtido de doble cadena se puede sintetizar quimicamente y generalmente se puede sintetizar mediante el uso
de un método de sintesis de oligonucledtidos en fase sélida (véase, por ejemplo, Usman et al., Patente de EE.UU. N°
5.804.683; Patente de EE.UU. N° 5.831.071; Patente de EE.UU. N° 5.998.203; Patente de EE.UU. N° 6.117.657; Patente
de EE.UU. N° 6.353.098; Patente de EE.UU. N° 6.362.323; Patente de EE.UU. N° 6.437.117; y Patente de EE.UU. N°
6.469.158; Scaringe et al., Patente de EE.UU. N° 6.111.086; Patente de EE.UU. N° 6.008.400; y Patente de EE.UU. N°
6.111.086).

El ARN puede producirse enzimaticamente o mediante sintesis organica parcial o total. Puede introducirse un
ribonucledtido modificado enzimaticamente o mediante sintesis organica in vitro. En un aspecto, cada una de las cadenas
se prepara quimicamente. En la técnica se conoce un método para sintetizar quimicamente una molécula de ARN [véase
Nucleic Acids Research, 32, 936 (1998)].

Ejemplos del ARN utilizado en la presente divulgacion incluyen ARN que comprende una secuencia de 15 a 30 bases
consecutivas, preferiblemente de 17 a 25 bases consecutivas, mas preferiblemente de 19 a 23 bases consecutivas (a la
que se alude en lo sucesivo como secuencia X) del ARNm de un gen diana, y una secuencia de bases complementaria
(a la que se alude en lo sucesivo como secuencia complementaria X’) a la secuencia X, por ejemplo, ARN de doble cadena
que consiste en un oligonucledtido sentido que comprende la secuencia X y un oligonucleétido antisentido que comprende
la secuencia complementaria X", y ARN que tiene una estructura en horquilla del oligonucledtido sentido y el
oligonucledtido antisentido conectados mediante un oligonucleétido espaciador.
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Ejemplos del oligonucledtido sentido que comprende la secuencia X incluyen ARN que comprende solo la secuencia X
como bases (a la que se alude en lo sucesivo como cadena X de secuencia), y ARN que tiene 1 a 6, preferiblemente 2 a
4 nucledtidos iguales o diferentes afiadidos al 3’ 0 5', 0 ambos, de la cadena de la secuencia X.

Ejemplos del oligonucledtido antisentido que comprende la secuencia complementaria X’ incluyen ARN que comprende
solo la secuencia complementaria X’ como bases (a la que se alude en lo sucesivo como cadena de la secuencia X'), y
ARN de doble cadena que tiene 1 a 6, preferiblemente 2 a 4 nucleétidos iguales o diferentes afiadidos al extremo 3’ 0 5/,
0 ambos, de la cadena de la secuencia complementaria X'.

El oligonucleétido espaciador en el ARN que tiene una estructura en horquilla del oligonucleétido sentido que comprende
la secuencia X y el oligonucledtido antisentido que comprende la secuencia complementaria X', conectados a través del
oligonucleétido espaciador son preferiblemente nucleétidos de 6 a 12 bases, y la secuencia terminal 5' del mismo es
preferiblemente UU. Ejemplos del oligonucledtido espaciador incluyen un oligonucleétido que consiste en una secuencia
de nucledétidos UUCAAGAGA. En cuanto al orden de las dos cadenas de ARN conectadas a través del oligonucleétido
espaciador, cualquiera de ellas puede estar dispuesta en el lado 5', y la cadena sentido que comprende la secuencia X
esta dispuesta preferiblemente en el lado 5'.

Los nucleétidos a afiadir a la cadena X de la secuencia y la cadena X' de la secuencia complementaria, y las bases del
oligonucledtido espaciador pueden ser cualquier tipo o varios tipos seleccionados de guanina, adenina, citosina, timina 'y
uracilo. Un azucar unido a cada una de las bases puede ser ribosa, desoxirribosa o ribosa sustituida en el grupo 2'-hidroxi
con un grupo modificador. Los nucleétidos a afadir son mas preferiblemente cualquier tipo o dos tipos seleccionados de
acido uridilico (U) y acido desoxitimidilico (dT). La secuencia de las bases de los nucledtidos a anadir al extremo 3’ de la
cadena de la secuencia X puede ser la misma que la secuencia de las bases de los nucleétidos adyacentes a la secuencia
X dentro del ARNm del gen diana. La secuencia de las bases de los nucledtidos a afadir al extremo 3’ de la cadena de
la secuencia complementaria X’ puede ser complementaria a la secuencia de las bases de los nucleétidos adyacentes a
la secuencia X dentro del ARNm del gen diana.

Ejemplos mas preferidos del ARN utilizado en la presente divulgacion incluyen (a) ARN de doble cadena que consiste en
un oligonucleétido sentido que comprende la secuencia X y un oligonucleétido antisentido que comprende la secuencia
complementaria X', en donde: la secuencia X es una secuencia de 19 a 21 bases consecutivas del ARNm del gen diana;
el oligonucledtido sentido consiste en una cadena de secuencia X y 2 a 4 nucledtidos iguales o diferentes anadidos al
extremo 3’ de la cadena de la secuencia X; y el oligonucleétido antisentido consiste en una cadena de la secuencia X’
complementaria y de 2 a 4 nucleédtidos iguales o diferentes afiadidos al extremo 3' de la cadena de la secuencia
complementaria X', (b) ARN de doble cadena que consiste en un oligonucleétido sentido que comprende la secuencia X
y un oligonucleédtido antisentido que comprende la secuencia complementaria X', en donde: la secuencia X es una
secuencia de 23 a 25 bases consecutivas del ARNm del gen diana; el oligonucleétido sentido es una cadena de la
secuencia X; y el oligonucledtido antisentido es una cadena de la secuencia complementaria X, y (¢) ARN de doble cadena
que consiste en un oligonucledtido sentido que comprende la secuencia X y un oligonucledtido antisentido que comprende
la secuencia complementaria X', en donde: la secuencia X es una secuencia de 23 a 27 bases consecutivas del ARNm
del gen diana; el oligonucledtido sentido consiste en una cadena de la secuencia Xy 2 a 4 nucledtidos iguales o diferentes
afiadidos al extremo 3’ de la cadena de la secuencia X; el oligonucleétido antisentido consiste en una cadena de la
secuencia complementaria X' y 2 a 4 nucledtidos iguales o diferentes afiadidos al extremo 3' de la cadena de la secuencia
complementaria X’; y la secuencia de las bases de los nuclettidos a afadir al extremo 3‘ de la cadena de la secuencia
complementaria X’ es complementaria a la secuencia de las bases de los nucleétidos adyacentes a la secuencia X dentro
del ARNm del gen diana.

Ejemplos adicionales del ARN utilizado en la presente divulgacion incluyen preferiblemente ARN que tiene un efecto
inhibidor sobre la expresion del gen diana mediante el uso de ARN de interferencia (ARNi).

El oligonucledtido de cadena sencilla se sintetiza mediante el uso de un método de fosforamidita en fase solida [véase
Nucleic Acids Research, 30, 2435 (1993)], se desprotege y se desala en una columna NAP-5 (Amersham Pharmacia
Biotech Ltd., Piscataway, NJ). Eloligdmero se purifica mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de intercambio
idnico (IE-HPLC) en una columna Amersham Source 15Q (1,0 cm, altura: 25 cm; Amersham Pharmacia Biotech Ltd.,
Piscataway, NJ) utilizando un gradiente lineal en una etapa de 15 minutos. Elgradiente se desplaza de la soluciéon tampdn
A:B de 90:10 a la solucién tampén A:B de 52:48. La solucién tampén A es 100 mmol/L de Tris, pH 8,5, y la solucion
tampoén B es 100 mmol/L de Tris, pH 8,5 (1 mol/L de NaCl). Se controla una muestra a 260 nm y se recoge un pico
correspondiente a la especie de oligonucledtidos de longitud completa, se agrupa, se desala en una columna NAP-5y se
liofiliza.

La pureza de cada uno de los oligonucledtidos de cadena sencilla se determina mediante electroforesis capilar (CE)
utilizando un aparato Beckman PACE 5000 (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, Calif.). EIl capilar CE tiene un diametro
interior de 100 ym y contiene ADNcs 100R Gel (Beckman-Coulter, Inc.). Tipicamente, se inyectan aproximadamente 0,6
nmol del oligonucledtido en el capilar y la CE se lleva a cabo en un campo eléctrico de 444 V/cm, seguido de la deteccion
de la absorbancia UV a 260 nm. Se adquiere una solucién tampén de electroforesis que contiene Tris-borato modificado
y 7 mol/L de urea de Beckman Coulter, Inc. Se obtiene un oligonucleétido de cadena sencilla que tiene al menos un 90%
de pureza evaluado por CE para su uso en un experimento mencionado mas adelante. La identidad del compuesto se
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verifica mediante la espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por una matriz con deteccion de
masas por tiempo de vuelo (MALDI-TOF) utilizando la estacion de trabajo de bioespectrometria Voyager DE(TM) (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, Calif.) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. La masa molecular
relativa del oligonucleétido de cadena sencilla se puede obtener dentro del 0,2% de una masa molecular predicha.

El oligonucledtido de cadena sencilla se resuspende a una concentracion de 100 pmol/L en una solucion tampon que
consiste en 100 mmol/L de acetato de potasio y 30 mmol/L de HEPES, pH 7,5. La cadena sentido complementaria y la
cadenaa antisentido se mezclan en cantidades equimolares para obtener una solucion final de 50 pmol/L de
oligonucleétido de doble cadena. La muestra se calienta a 95°C durante 5 minutos y se enfria a temperatura ambiente
antes de su uso. El acido nucleico de doble cadena se conserva a -20°C. El oligonucledtido de cadena sencilla se liofiliza
o se almacena a -80°C en agua libre de nucleasas.

L1y L2 son, cada uno independientemente, un ligando de azucar.

En la presente invencion, el ligando de azlcar significa un grupo derivado de un sacarido (monosacarido, disacarido,
trisacarido y polisacarido, etc.) capaz de unirse a un receptor expresado en una célula diana. En la presente invencion,
cuando el ligando de azucar se une al enlazador S1 o S2 a través de un enlace O, el ligando de azucar como grupo
derivado de un sacarido significa un resto que constituye el ligando de azucar, excepto por un grupo hidroxi, implicado en
la unién del sacarido.

En la presente invencion, el ligando de azucar se puede seleccionar de manera que la célula es fijada como objetivo por
el oligonucledtido.

Ejemplos del monosacarido incluyen alosa, aldosa, arabinosa, cladinosa, eritrosa, eritrulosa, fructosa, D-fucitol, L-fucitol,
fucosamina, fucosa, fuculosa, galactosamina, D-galactosaminitol, N-acetilgalactosamina, galactosa, glucosamina, N-
acetilglucosamina, glucosaminitol, glucosa, glucosa-6-fosfato, gulosa, gliceraldehido, L-glicero-D-mano-heptosa, glicerol,
glicerona, gulosa, idosa, lixosa, manosamina, manosa, manosa-6-fosfato, psicosa, quinovosa, quinovosamina, ramnitol,
ramnosamina, ramnosa, ribosa, ribulosa, sedoheptulosa, sorbosa, tagatosa, talosa, acido tartarico, treosa, xilosa y xilulosa.

Ejemplos del disacarido, del trisacarido y del polisacarido incluyen abecuosa, acarbosa, amicetosa, amilopectina, amilosa,
apiosa, arcanosa, ascarilosa, acido ascorbico, boivinosa, celobiosa, celotriosa, celulosa, chacotriosa, chalcosa, quitina,
colitosa, ciclodextrina, cimarosa, dextrina, 2-desoxirribosa, 2-desoxiglucosa, diginosa, digitalosa, digitoxosa, evalosa,
evemitrosa, fructo-oligosacarido, galto-oligosacarido, gentianosa, gentiobiosa, glucano, glucdgeno, glicégeno,
hamamelosa, heparina, inulina, isolevoglucosenona, isomaltosa, isomaltotriosa, isopanosa, kojibiosa, lactosa,
lactosamina, lactosadiamina, laminarabiosa, levoglucosan, levoglucosenona, B-maltosa, maltriosa, oligosacarido de
manano, maninotriosa, melicitosa, melibiosa, acido muramico, micarosa, micinosa, acido neuraminico, cadenas de azucar
que contienen acido sialico, nigerosa, nojirimicina, nobiosa, oleandrosa, panosa, paratosa, planteosa, primeverosa,
rafinosa, rodinosa, rutinosa, sarmentosa, sedoheptulosa, sedoheptulosan, solatriosa, soforosa, estaquiosa, estreptosa,
sacarosa, a,a-trehalosa, trehalosamina, turanosa, tivelosa, xilobiosa y umbeliferosa.

Cada monosacarido como sacarido puede estar en forma D o en forma L y puede ser una mezcla de formas Dy L en una
relacion arbitraria.

El sacarido puede contener desoxiazucar (derivado por el reemplazo de un grupo hidroxi alcohdlico por un atomo de
hidrégeno), aminoazucar (derivado por el reemplazo de un grupo hidroxi alcohdlico por un grupo amino), tioazucar
(derivado por el reemplazo de un grupo hidroxi alcohdlico por un grupo). tiol, el reemplazo de C=0O por C=S, o el reemplazo
del oxigeno del anillo por azufre), selenoazucar, teluroaziucar, aza-azucar (derivado por el reemplazo del carbono del
anillo por nitrégeno), iminoazucar (derivado por el reemplazo del oxigeno del anillo por nitrégeno), fosfano-azdcar
(derivado del reemplazo del oxigeno del anillo por fosforo), fosfa-aztcar (derivado por el reemplazo del carbono del anillo
por fésforo), monosacarido C-sustituido (derivado por el reemplazo de un atomo de hidrégeno en un atomo de carbono
no terminal por un atomo de carbono), monosacarido insaturado, alditol (derivado por el reemplazo de un grupo carbonilo
por un grupo CHOH), acido aldonico (derivado por el reemplazo de un grupo aldehido por un grupo carboxi), acido
cetoaldodnico, acido urénico, acido aldarico, o similares.

Ejemplos del aminoazucar incluyen amino monosacaridos tales como el sacarido, tales como galactosamina, glucosamina,
manosamina, fucosamina, quinovosamina, acido neuraminico, acido muramico, lactosadiamina, acosamina, bacilosamina,
daunosamina, desosamina, forosamina, galosamina kansosamina, micaminosa, micosamina, perosamina,
pneumosamina, purpurosamina y rodosamina. El grupo amino del aminoazuicar puede estar sustituido con un grupo
acetilo o similar.

Ejemplos de cadenas de azucar que contienen acido sialico incluyen cadenas de azucar que contienen NeuAc en sus
extremos no reductores e incluyen cadenas de azucar que contienen NeuAc-Gal-GIcNAc y Neu5Aca(2-6)Galp(1-
3)GIcNAc.

Cada uno de los monosacaridos como sacarido puede estar sustituido con un sustituyente, siempre que el monosacarido
sea capaz de unirse a un receptor expresado en una célula diana. Por ejemplo, el monosacarido puede estar sustituido
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con un grupo hidroxi, o0 uno o mas atomos de hidrégeno en cada uno de los monosacéridos pueden reemplazarse por
azida y/o un grupo arilo opcionalmente sustituido.

El ligando de azucar se selecciona preferiblemente como un ligando de azulcar que se une a un receptor expresado en la
superficie de una célula diana de acuerdo con cada uno de los 6rganos fijados como objetivo. Cuando la célula diana es,
por ejemplo, una célula del higado, el ligando de azucar es preferiblemente un ligando de azlcar contra un receptor
expresado en la superficie de la célula del higado, mas preferiblemente un ligando de azlcar contra un receptor de
asialoglicoproteina (ASGPR).

El ligando de azucar contra ASGPR es preferiblemente manosa o N-acetilgalactosamina, mas preferiblemente N-
acetilgalactosamina.

Por ejemplo, los derivados de azucar descritos en Bioorganic Medicinal Chemistry, 17, 7254 (2009) y Journal of American
Chemical Society, 134, 1978 (2012) se conocen como ligandos de azlcar que tienen mayor afinidad por ASGPR, y pueden
utilizarse estos derivados de azucar.

En la presente divulgacién, cada uno de S1, S2 y S3 es un enlazador.

S1y S2 no estan particularmente limitados, siempre que sus estructuras enlacen ligandos de azucar L1 y L2 al anillo de
benceno. Puede adoptarse una estructura conocida en la técnica para su uso en conjugados de acidos nucleicos. S1y
S2 pueden ser iguales o pueden ser diferentes.

Los ligandos de azucar L1y L2 estan preferiblemente enlazados a S1y S2 a través de enlaces glucdsido. S1y S2 pueden
estar enlazados cada uno al anillo de benceno, por ejemplo, a través de un enlace -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-,
-NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-.

S3 no estéa particularmente limitado, siempre que su estructura enlace el oligonucleétido X al anillo de benceno. Puede
adoptarse una estructura conocida en la técnica para su uso en conjugados de acidos nucleicos.

El oligonucledtido X se enlaza preferiblemente a S3 a través de un enlace fosfodiéster. S3 puede estar enlazado al anillo
de benceno, por ejemplo, a través de un enlace -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-
NH-.

Por ejemplo, las estructuras descritas en las Publicaciones Internacionales N°s WO 2009/073809, WO 2013/075035, WO
2015/105083, WO 2014/179620 y WO 2015/006740 pueden adoptarse como enlazadores S1, S2 y S3.

En la presente divulgacion, el conjugado de acidos nucleicos es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que

tiene una estructura representada por la siguiente formula 2:
Farmula 2:

2 ql b
L f}ss—x

i L2—T2- { Qd- ~P5<]—?32-——;-P5—m=:t--- 4
|
~ | : 3
qd"pz

f 1 1
i L1-T1- [ Q2 -—-P3 'B.’r——[' P2—@1-[—PR1
i L Iﬁ 1 ] \.‘.

q

En la férmula 2,

X, L1, L2 y S3 son cada uno como se define arriba,

P1, P2, P3, P4, P5y P6,y T1y T2 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -
S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

Q1, Q2, Q3 y Q4 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido
o no sustituido, o - (CH2.CH-0),-CH2CH>-, en donde n es un numero entero de 0 a 99,

B1 y B2 son, cada uno independientemente, un enlace, o cualquier estructura representada por la siguiente formula 2-1,
en donde cada uno de los puntos terminales en cada una de las estructuras es un sitio de uniéon a P2 o P3, 0 P5 o P6, y
m1, m2, m3 y m4 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 0 a 10:

Farmula 2-1:

. ! R
1'. ijl';:Z /@ "4:: ! = "“ﬂ ‘_?Y,\rlﬁ
/Jq\* ) . _:- _x"'ﬁ—"«.}\.. !:f;-—'ll‘ '_('/j/ i

-« “u
md
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p1y p2 son, cada uno independientemente, un nimero enterode 1,20 3,y

a1, g2, g3 y g4 son, cada uno independientemente, un numero entero de 0 a 10,

con la condicién de que que cuando cada uno de p1y p2 ea un nimero entero de 2 o 3, cada uno de P3y P6, Q2 y Q4,
T1y T2 o0L1yL2 sean iguales o diferentes.

P1 y P4 estan cada uno independientemente ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -
CO-S- 0 -CO-NH- y son cada uno preferiblemente -O-, -O-CO-, -NH-CO- o -CO-NH-, mas preferiblemente -O-, -NH-CO-
0 -CO -NH-, mas preferiblemente -NH-CO-.

Cuando P1 o P4 es, por ejemplo, -NH-CO-, esta presente una subestructura -NH-CO-anillo de benceno.

Q1, Q2, Q3 y Q4 estan cada uno independientemente ausentes, o son alquileno sustituido o no sustituido que tiene de 1
a 12 atomos de carbono o -(CH;CH20),-CH2CH,-, en donde n es un numero entero de 0 a 99, y son cada uno
preferiblemente alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono, mas preferiblemente alquileno
no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono, mas preferiblemente alquileno no sustituido que tiene 1 a 6 atomos de
carbono, aun mas preferiblemente alquileno no sustituido que tiene 1 a 4 atomos de carbono.

P2 y P5 estan cada uno independientemente ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -
CO-S- 0 -CO-NH- y estan cada uno independientemente ausentes, o son -CO-0O- o -CO-NH-, mas preferiblemente estan
ausentes o son -CO -NH-. Cuando cada uno de P2 y P5 es, por ejemplo, -CO-NH-, estan presentes subestructuras B1-
CO-NH-Q1 y B2-CO-NH-Q3.

-(P2-Q1)q1- vy -(P5-Q3)qs- estan cada uno de preferencia independientemente ausentes, o son cualquier estructura
representada por las siguientes férmulas 3-1 a 3-3:

Farmula 3-1:
0
‘\"’“NJ\T}:
\H 'm8/ g
Farmula 3-2:
s H p
NN~
N )
Farmula 3-3:
4]

6

Lo
En las formulas 3-1 a 3-3,

m5 y m6 son, cada uno independientemente, un numero entero de 0 a 10, y cada uno de los puntos terminales en las
estructuras de las formulas 3-1 a 3-3 es un sitio de unién a B1 o B2, o P1 o P4.

B1 y B2 son, cada uno independientemente, un enlace, o cualquier estructura representada por las siguientes férmulas,
en donde cada uno de los puntos terminales en cada una de las estructuras es un sitio de uniona P2 o P3, 0 P50 P6, y
m1, m2, m3 y m4 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 0 a 10:

Yo Lo o e

Cada uno de B1 y B2 es preferiblemente un grupo derivado de un aminoacido tal como acido glutamico, acido aspartico,
lisina, incluyendo aminoacidos no naturales tales como acido iminodiacético o un amino alcohol tal como 1,3-propanodiol.
Cuando B1y B2 son grupos derivados de acido glutamico o acido aspartico, se prefiere que el grupo amino de cada acido
glutamico o acido aspartico esté unido mientras que P2 y P5 deben ser enlaces -NH-CO-. Cuando B1 y B2 son grupos
derivados de lisina, se prefiere que el grupo carboxilo de cada lisina esté unido mientras que P2 y P5 deben ser enlaces
-CO-NH-. Cuando B1 y B2 son grupos derivados del acido iminodiacético, se prefiere que el grupo amino de cada acido
iminodiacético esté unido mientras que P2 y P5 deben ser enlaces -CO-.
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En la presente divulgacion, el conjugado de acidos nucleicos es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que
tiene una estructura representada por las siguientes férmulas 4-1 a 4-9:

Farmula 4-1:
—rifaz—rs)
Li—T1+—fQ2—P 0
q2
53—
Fdrmula 4-2:
S3X
5
Farmula 4-3:
S3X
Formula 4-4:
10

L1—-—T1—(—Q2——-P3) a2
L1—T1—(—Q2——P3 7

L2—T2—(—Q4'-—~P6
L2—T2—(—Q4——F’6)
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Fdrmula 4-5:

L2—-T2—('Q4——-P6 - \<

Farmula 4-7:
|.1—T1-—fuz—|=3

L1—T1—(—Q2——-P3 -
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Mu

LZ—Tz—{Qd-——PEM
LZ—TZ—(—Qd-—-Fﬁ}EI/
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Farmula 4-8:

Lt+—T+—-Q2—P3;
q2

L+—T+—{Q2—p
q

LZ—TE—('CM_P
L2—T2—{-Q4——-~P ”

Formula 4-9:

En las féormulas 4-1 a 4-9,
X, L1,L2, S3, P3, P6, T1, T2, Q2, Q4, g2 y g4 son cada uno como se define arriba,

P3 y P6 estan cada uno independientemente ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -
CO-S- 0 -CO-NH- y son cada uno preferiblemente -O-CO- o -NH-CO-, mas preferiblemente -NH-CO-. Cuando cada uno
de P3y P6 es, por ejemplo, -NH-CO-, estan presentes subestructuras B1-NH-CO-Q2 y B2-NH-CO-Q4.

T1y T2 estan cada uno independientemente ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-, -
CO-S- 0 -CO-NH- y son cada uno preferiblemente -O- o -S-, mas preferiblemente -O-.

En la presente divulgacion, el conjugado de acidos nucleicos es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que
tiene una estructura representada por la férmula 5 que figura a continuacion:

En la formula 5, P1 y P4 en la formula 2 son iguales; P2 y P5 en la formula 2 son iguales; P3 y P6 en la formula 2 son
iguales; Q1 y Q3 en la férmula 2 son iguales; Q2 y Q4 en la formula 2 son iguales; B1 y B2 en la férmula 2 son iguales;
T1y T2 en laférmula 2 son iguales; L1y L2 en la formula 2 son iguales; p1y p2 en la féormula 2 son iguales; g1y q3 en
la formula 2 son iguales; y 2 y g4 en la formula 2 son iguales.

Fdrmula 5:

L1-T1—l—Q2-—-—P3~l-r—- -B1—(—P2~—Et1~]—P1
q2 | p1
}-53—
[Li ngi—m—lrsﬁ»m—-——rl’z Qt—— /
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En la férmula 5,

X, 83, P1, P2, P3, Q1, Q2, B1, T1, L1, p1, g1 yg2 son cada uno como se define arriba,

X, 83, P1, P2, P3,Q1, Q2,B1, T1, L1, p1, g1y g2 en laférmula 5 pueden ser cada uno cualquiera de los grupos preferidos
arriba mencionados. P1 es preferiblemente -CO-NH-, -NH-CO- u -O-.

-(P2-Q1)q1- en la férmula 5 esta preferiblemente ausente, o es cualquier estructura representada por las formulas 3-1 a 3-
3 arriba descritas.

En la presente divulgacion, el conjugado de acidos nucleicos es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que
tiene una estructura representada por las siguientes férmulas 6-1 a 6-9:
Fdrmula 6-1:

Farmula 6-2:

Farmula 6-3:

2
L1—T1—(-Q2—F:s .

L+—T+—{a2—p3)-

Formula 6-4:
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L1——T1——(—Q2—-P3) a2

L—T1—{-Q2—p3}

Q.
NH
L1—-—T1+Q2——P3 a2
L—T-a2—r3)
Farmula 6-5:
L1—T1—(—QZ—P:§)
q2
L1—T1—(—q2—pa 0
92 H
" O
H (
—53—X
H
HN—C
L1—-——T1—PQ2--—F
q2
L1--—T+—{—Qz—-p3) -

Formula 6-6:

L1—T+—{Q2—-—p3 - o
L1—-——T1—-(-Q2—-P3 ”—‘(—o

q2
53X

L1—T1—'('Q2-——P3 2

|.1-—T1—{-Q2----s=3 -
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Farmula 6-7:

L1—T‘I—GQ2—-P3 N 9
L1—T1—fﬁ2——Pa)q—2/

L1—T1—-EQE—P3)E\_<—
L—T+{a2—p3)_/

7 O

Farmula 6-8:

L+—Ti+—{Qz—Pp3
q2

S3—X

5 Foérmula 6-9:

L1——T1—+Q2—'-P

En las féormulas 6-1 a 6-9,
10 X, S3, P3, Q2, T1 y L1 son cada uno como se define arriba.

En la presente invencion, el conjugado de &cidos nucleicos es un conjugado de acidos nucleicos que tiene cualquier
estructura representada por las siguientes formulas 7-1 a 7-9:
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Fdarmula 7-1:

Farmula 7-2:
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Fdrmula 7-3:

Foérmula 7-4:

L+0Q
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Fdrmula 7-.5:

S53X

Férmula 7-6:

43



ES 2 858 090 T3

Farmula 7-7:

Férmula 7-8:

LH\—«H o
L%O\_\)—/_N;—/ C—-(cl
) Csox

B

W
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Farmula 7-9:

53-X

En las formulas 7-1 a 7-9,
X, L1, L2 y S3 son cada uno como se define arriba. L1 y L2 pueden ser iguales o pueden ser diferentes y son
preferiblemente iguales.

También se puede producir un derivado de acidos nucleicos distinto del conjugado de acidos nucleicos que tenga
cualquier estructura representada por las formulas 7-1 a 7-9, introduciendo cadenas de alquileno que difieran en longitud
de la cadena como cada resto del grupo alquileno en las férmulas 7-1 a 7-9, o reemplazando un enlace amida o similar
por otro enlace.

En la presente divulgacion, el conjugado de acidos nucleicos es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que
tiene una estructura representada por la siguiente formula 11:

Farmula 11:
L‘I"'51\
{ MP?‘OS+B3+QE‘PB %G?'X
/' q5 g6
L2—52

En la férmula 11,

L1, L2, S1y S2 son cada uno como se define arriba,

P7 y P8 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

Q5, Q6 y Q7 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o
no sustituido, o - (CH2CH20)ns-CH2CH>-, en donde n8 es un nimero entero de 0 a 99,

B3, al que se alude como una unidad de ramificacion en la presente memoria descriptiva, es cualquier estructura
representada por la siguiente formula 11-1, en donde las lineas discontinuas significan respectivamente enlaces a Q5 y
Q6:
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Farmula 11-1:

o
i . o 5 o= "
-l o o L 53-8 e [
" ] N ,JL?. e ™ o _ 58
L N H
T
M- N' = -
o N s I
! ) S A T
- Y " 3 .‘Ih
& Y-} E : fr N .r"”’ N &
1] |
o N o
H s 0 " on oM o
PN | e |"-\.._"_," I NP 4 N . T # H
¥ L7 Y AN AN SN
o o o aH o o o
o : .
b . B w 9 i w 20T
4 - vl F)
N K‘L‘_s’_l ».",J n_‘,Ex’* .r".\:_,"'l-. T P N
Ty \aT H | D' s | | H
a TeoMH "OH & “OH
o
H o
| _,,Jmh . Ly \ H | H
g £ ’ Y - |
0 li ,]\f T T ?ﬁT ' ’rTNVL‘" R T
~OH ™ o L _ K- o I H o H
. -‘!QH
X o o N
H T f= H n oA W N
NI A D
SH-TE- N 'J‘;} £ e ,!I 1§ \} NH “—NL — kS Hx.—“mn’ﬂ‘w"ﬁ:r:
P o L X |
o HO™
H M i
ga *"\. i "‘,u"’ﬁ‘ﬂ Lo i N‘ -~ '\--"'-L"""'-'""-f.-l*
] T H |
o ' +] ~
HO HO
e M-
Y =N o
HHN ™0 Pt H o
o . ;. j-‘ i ',,{.Tr H.,"_,fm"mi
e . ] 1 H
H . - o
N Ne O HO - “oH

g5 y g6 son, cada uno independientemente, un numero entero de 0 a 10,

P7 esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-, -CO-S- 0 -CO-NH- y es preferiblemente -
O-, -NH-CO- o -CO-NH-, mas preferiblemente -O- o -NH-CO-. Cuando P7 es, por ejemplo, -O-, esta presente una
subestructura anillo de benceno-O-.

P8 esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-, -CO-S- o0 -CO-NH-, Cuando P8 esta
presente, P8 es preferiblemente -CO-O- 0 -CO-NH-, mas preferiblemente -CO-NH-. Cuando P8 es, por ejemplo, -CO-NH-,
esta presente una subestructura Q6-CO-NH-.

Q5, Q6 y Q7 estan cada uno independientemente ausentes, o son alquileno sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 12
atomos de carbono o -(CH2CH20)qs-CH2CHz-, en donde n8 es un nimero entero de 0 a 99, y son cada uno preferiblemente
alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono, mas preferiblemente alquileno no sustituido que
tiene 1 a 12 atomos de carbono, mas preferiblemente alquileno no sustituido que tiene 1 a 6 atomos de carbono, aiin mas
preferiblemente alquileno no sustituido que tiene 1 a 4 atomos de carbono.

Preferiblemente, -(P7-Q5)¢s- es -O- (CHz)mis-NH- o -NH-CO-(CH2)mie-NH-, y m15 y m16 son, cada uno
independientemente, un numero entero de 1 a 10.
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En la presente divulgacion, el conjugado de acidos nucleicos es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que
tiene una estructura representada por las siguientes férmulas 12-1 a 12-12:
Fdrmula 12-1:

L1-51
A
-
N &
L2-s2 HiN
H
H(ﬁ,/\%ﬂ
o j}
]
gt
X
Farmula 12-2:
L1=51
Q o \Q
L2-52

/
h

oo I
At
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Fdrmula 12-3:
L1-5)
G
L2-52 HN
HM
Hu!c/\\)nﬂ
;s
;/‘/’
Fdrmula 124
L1—S{\
™ 5
e,
L2—-52 HN
o
HN OH
X
Foérmula 12-5:
L1—S\1
N
N\, / O\(
L2—S2 LY
H ()2
HN
N
O X
HO
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Fdarmula 12-6:
L1-81 H o
3 s
(}oﬁhﬁm\{j

L2-52 G_H'I,

q.«’
L‘jﬂ

Fad

Férmula 12-7:

L1“$1

L2— 32 o) HN?
X

N

Farmula 12-8:
L1151
D?\ﬂ-\
L2-§2 Y

H

) g

O
xSz
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Farmula 12-9:

o,

LZz-S2
{ }nﬂ‘

-

Férmula 12-10:
L1—81

éwkw%m
L2*S{‘2/ n‘tO‘IN
H

e -0
NN
H H
N
N
x/\k\c/\/\/hl
5 OM
Fdrmula 12-11:
L1-51
{0
L2-82 LI HW._ -~ OH
0 N
X
Farmula 12-12:
L1-54
\.,'.‘_ .
e,
& o, 9 0
),-‘" S | B ) - _’/* - __,-"“'. _kﬁ‘_.-!"“""-.\_:-"; -,,‘_-’_‘_; H“f“ﬁ
L2-§2 Mz~ N
AN~ 0H
07 "NH
X

10
En las féormulas 12-1 a 12-12,
X, L1, L2, S1y S2 son cada uno como se definié arriba, y n1’ a n12' son, cada uno independientemente, un nimero entero
de 1a10.
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El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion es preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que
tiene tanto las estructuras de la férmula 2 y la férmula 11 como el conjugado de acidos nucleicos representado por la
férmula 1. El conjugado de acidos nucleicos tiene la estructura de la formula 11, y la férmula 2 puede ser cualquiera de
las formulas 4-1 a 4-9, puede ser cualquiera de las formulas 6-1 a 6-9, o puede ser cualquiera de las formulas 7-1 a 7-9.
Cuando la férmula 2 es cualquiera de las férmulas 4-1 a 4-9, las férmulas 6-1 a 6-9 o las férmulas 7-1 a 7-9, la formula 11
puede ser cualquiera de las formulas 12-1 a 12-12. El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion es mas
preferiblemente un conjugado de acidos nucleicos que tiene tanto una estructura cualquiera de férmulas 4-1 a 4-9 como
una estructura cualquiera de férmulas 12-1 a 12-12, un conjugado de acidos nucleicos que tiene tanto una estructura
cualquiera de formulas 6-1 a 6-9 como una estructura cualquiera de formulas 12-1 a 12-12, o un conjugado de acidos
nucleicos que tiene tanto una estructura cualquiera de férmulas 7-1 a 7-9 como una estructura cualquiera de las férmulas
12-1 a 12-12, tal como el conjugado de acidos nucleicos representado por la formula 1.

El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion puede formar una sal con un aniéon farmacéuticamente
aceptable cuando los iones hidrégeno se coordinan con un solo par de electrones en cualquier &tomo de nitrégeno.

En la presente invencién, ejemplos del aniéon farmacéuticamente aceptable incluyen: iones inorganicos, tales como iones
cloruro, iones bromuro, iones nitrato, iones sulfato e iones fosfato; e iones de acidos organicos, tales como iones acetato,
iones oxalato, iones maleato, iones fumarato, iones citrato, iones benzoato e iones metanosulfonato.

Se describira un método para producir el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencién. En los métodos de
produccion que se dan mas adelante, si los grupos definidos reaccionan bajo las condiciones de los métodos de
produccion o no son adecuados para llevar a cabo los métodos de produccion, los compuestos de interés se pueden
producir mediante el uso de métodos para introducir y eliminar grupos protectores comunmente utilizados en la quimica
organica sintética [p. €j., métodos descritos en Protective Groups in Organic Synthesis, tercera edicion, T.W. Greene,
John Wiley & Sons Inc. (1999)] o similares. Si es necesario, se puede cambiar el orden de las etapas de reaccion, incluida
la introduccion de sustituyentes y similares.

El polimero de acidos nucleicos representado por la formula 1 también se puede sintetizar mediante sintesis en fase
sélida.

El polimero de acidos nucleicos representado por la formula 1 se puede sintetizar con referencia a un método para
sintetizar una estructura de enlazador conocida en la técnica para conjugados de acidos nucleicos.

La sintesis de una unidad de anillo LI-benceno que tiene el enlazador S1 o una unidad de anillo L2-benceno que tiene el
enlazador S2 en el conjugado de acidos nucleicos representado por la féormula 1 se describira tomando el conjugado de
acidos nucleicos representado por la formula 2 como ejemplo.

La unidad de anillo LI-benceno y la unidad de anillo L2-benceno en el conjugado de acidos nucleicos representado por la
férmula 2 tienen enlaces por P1, P2, P3, P4, P5y P6,y T1y T2.

El enlace -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, - CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH- representado por P1, P2, P3, P4,
P5y P6,y T1y T2 se puede sintetizar apropiadamente seleccionando un material de partida adecuado para formar la
estructura representada por la formula 2 con referencia a métodos para la reaccion de unién descritos en, por ejemplo,
The Fourth Series of Experimental Chemistry 19, "Synthesis of Organic Compound I", Maruzen Co., Ltd. (1992) y The
Fourth Series of Experimental Chemistry 20, "Synthesis of Organic Compound II", Maruzen Co., Ltd. (1992).

Se puede producir una subestructura de la unidad de anillo de LI-benceno uniendo secuencialmente al anillo de benceno
un compuesto que tiene Q1 como subestructura y un compuesto que tiene B1 como subestructura.

La estructura de la unidad de anillo L1-benceno se puede producir sintetizando por separado un compuesto que tiene L1
y Q2 como subestructura, y uniendo el compuesto que tiene L1 y Q2 como subestructura a un compuesto que tiene una
subestructura de una unidad de anillo L1-benceno que tiene el anillo de benceno, Q1 y B1 como subestructura.

Asimismo, se puede producir una subestructura de la unidad de anillo de L2-benceno uniendo secuencialmente al anillo
de benceno un compuesto que tiene Q3 como subestructura y un compuesto que tiene B2 como subestructura.

La estructura de la unidad de anillo L2-benceno se puede producir sintetizando por separado un compuesto que tiene L2
y Q4 como subestructura, y uniendo el compuesto que tiene L2 y Q4 como subestructura a un compuesto que tiene una
subestructura de una unidad de anillo L2-benceno que tiene el anillo de benceno, Q3 y B2 como subestructura.

Ejemplos del compuesto que tiene Q1 como subestructura y el compuesto que tiene Q3 como subestructura incluyen

compuestos que tienen un grupo hidroxi, un grupo carboxilo, un grupo amino y/o un grupo tiol en ambos extremos del
alquileno que tiene 1 a 10 atomos de carbono o -(CH2CH20),-CH2CHa-.
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Ejemplos del compuesto que tiene B1 como subestructura y el compuesto que tiene B2 como subestructura incluyen
compuestos que tienen cualquier estructura representada por la siguiente férmula 2-1 y que tienen un grupo hidroxi, un
grupo carboxilo, un grupo amino o un grupo tiol en cada uno de los puntos terminales en cada una de las estructuras:
Férmula 2-1:

Y Lo A

Ejemplos especificos del compuesto que tiene B1 como subestructura y del compuesto que tiene B2 como subestructura
incluyen glicol, acido glutamico, acido aspartico, lisina, Tris, acido iminodiacético y 2-amino-1,3-propanodiol. Se prefieren
acido glutamico, acido aspartico, lisina o acido iminodiacético.

La estructura de unidad de anillo de L1-benceno se puede producir sintetizando un compuesto que tiene L1, Q2 y B1
como subestructura y luego uniendo este compuesto a un compuesto que tiene Q1 y el anillo de benceno.

La estructura de unidad de anillo de L2-benceno se puede producir sintetizando un compuesto que tiene L2, Q4 y B2
como subestructura y luego uniendo este compuesto a un compuesto que tiene Q3 y el anillo de benceno.

En la presente invencion, la subestructura [L1-T1-(Q2-P3)q2-]p1-B1-(P2-Q1)41-P1- y la subestructura [L2-T2-(Q3-P6)q4-]p2-
B2-(P5-Q3)q3-P2- pueden ser iguales o diferentes y preferiblemente son iguales.

Ejemplos de la unidad correspondiente a L1-T1-Q2 en el ligando de azucar incluyen L3-T1-Q2-COOH y L3-T1-(Q2-P3)q2-
1-Q2-NH,. Ejemplos especificos de las mismas incluyen L3-O-alquileno que tiene 1 a 12 atomos de carbono-COOH y L3-
alquileno que tiene 1 a 12 atomos de carbono-CO-NH-alquileno que tiene de 2 a 12 atomos de carbono-NHo.

L3 no esta particularmente limitado, siempre que L3 sea un derivado de ligando de azucar que se convierte en L1 por
desproteccion. El sustituyente en el ligando de azucar no esta particularmente limitado siempre que el sustituyente se
utilice de forma rutinaria en el campo de la quimica de los hidratos de carbono. Se prefiere un grupo Ac.

Especificamente, la unidad de anillo L1-benceno que tiene el enlazador S1 o la unidad de anillo L2-benceno que tiene el
enlazador S2 se puede sintetizar aumentando o disminuyendo apropiadamente el nimero de atomos de carbono de una
cadena de alquileno y utilizando un compuesto con un grupo amino terminal o un grupo carboxilo terminal convertido en
un grupo capaz de formar un enlace -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, - CO-S- 0 -CO-NH-, con
referencia a un método descrito en los Ejemplos. La manosa o N-acetilgalactosamina se toma como ejemplo de ligando
de azucar L1 en los Ejemplos. Sin embargo, el ligando de aztcar L1 se puede cambiar por otros ligandos de azucar para
la practica.

La sintesis de una unidad de anillo X-benceno que tiene el enlazador S3 en el conjugado de acidos nucleicos representado
por la férmula 1 se describira tomando el conjugado de acidos nucleicos representado por la formula 11 como ejemplo.

La unidad de anillo X-benceno en el conjugado de acidos nucleicos representado por la formula 11 tiene enlaces
representados por P7 y P8, ademas del enlace del oligonucleétido.

El enlace -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, - CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH- representado por P7 y P8 se puede
sintetizar apropiadamente seleccionando un material de partida adecuado para formar la estructura representada por la
formula 11 con referencia a métodos para la reaccion de unidn descritos en, por ejemplo, The Fourth Series of
Experimental Chemistry 19, "Synthesis of Organic Compound 1", Maruzen Co., Ltd. (1992) y The Fourth Series of
Experimental Chemistry 20, "Synthesis of Organic Compound II", Maruzen Co., Ltd. (1992).

Se puede producir una subestructura de la unidad de anillo de X-benceno uniendo secuencialmente al anillo de benceno
un compuesto que tiene Q5 como subestructura y un compuesto que tiene B3 como subestructura.

La estructura de la unidad de anillo X-benceno se puede producir sintetizando por separado un compuesto que tiene X'y
Q7 como subestructura o un compuesto que tiene X y Q6 como subestructura y uniendo el compuesto que tiene Xy Q7
como subestructura o el compuesto que tiene X y Q6 como subestructura a un compuesto que tiene una subestructura
de una unidad de anillo X-benceno que tiene el anillo de benceno y Q5 como subestructura para construir el resto B3.

Especificamente, se tomara como ejemplo el caso de tener un grupo azida al final del compuesto que tiene una
subestructura de una unidad de anillo X-benceno que tiene el anillo de benceno y Q5 como subestructura. La estructura
de la unidad de anillo de X-benceno se puede producir haciendo reaccionar un oligonucleétido al que se le permite tener
un grupo funcional de union terminal tal como se describe en los Ejemplos, de modo que se forma un anillo de triazol por
cicloadicion para construir el resto B3.

52



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 858 090 T3

Ejemplos del compuesto que tiene Q5 como subestructura y el compuesto que tiene Q6 como subestructura y el
compuesto que tiene Q7 como subestructura incluyen compuestos que tienen un grupo hidroxi, un grupo carboxilo, un
grupo amino y/o un grupo tiol en ambos extremos del alquileno que tiene 1 a 10 atomos de carbono o -(CH2CH20)ns-
CH2CH-.

La estructura de la unidad de anillo de L1-benceno, la estructura de la unidad de anillo de L2-benceno y la estructura de
la unidad de anillo de X-benceno se pueden producir secuencialmente. Se prefiere sintetizar la estructura de la unidad
de anillo de L1-benceno y la estructura de la unidad de anillo de L2-benceno y luego unir a ello la estructura de la unidad
de anillo de X-benceno. Particularmente, se prefiere introducir X que tiene el resto oligonucleotidico en el compuesto
cerca de la etapa final de la sintesis del conjugado de ligando de azucar.

En la presente invencion se obtiene un compuesto representado por las siguientes formulas 8 a 10 como compuesto
intermedio de sintesis:

Farmula 8:
R1=—NH
o]
HN
ass
HM
v 0
R2—
H
en donde

R1 y R2 son, cada uno independientemente, un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo (grupo Boc), un grupo
benciloxicarbonilo (grupo Z), un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (grupo Fmoc), -CO-R4 o -CO-B4-[(P9-Q8)q7-T3-L3]ps,
P9 y T3 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

Q8 esta ausente, o es alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono o -(CH2CH20)n1-CH2CHo-,
en donde n1 es un nimero entero de 0 a 99, B4 es un enlace o cualquier estructura representada por la siguiente férmula
8-1, en donde cada uno de los puntos terminales en cada una de las estructuras es un sitio de unién a un grupo carbonilo
o P9, ym7, m8, m9 y m10 son, cada uno independientemente, un nimero entero de 0 a 10:

Férmula 8-1:

L@;? /& S /i[J\ ﬁ:ﬁi

m10
p3 es un numero enterode 1,2 0 3,
g7 es un numero entero de 0 a 10,
L3 es un ligando de azucar,
Y es -O-(CH2)m11-NH- 0 -NH-CO-(CHz)m12-NH-, en donde m11 y m12 son, cada uno independientemente, un nimero
entero de 1 a 10,
R3 es un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo, un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo,-CO-R4, -CO-(CH2CH20)2-CH2CH2-N3 0 -CO-Q9-B5-(Q10-P10)qe-X1, en donde n2 es un
numero entero de 0 a 99,
P10 esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,
Q9 y Q10 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no
sustituido, o - (CH2CH20)n3-CH2CH>-, en donde n3 es un numero entero de 0 a 99,
B5 es cualquier estructura representada por la siguiente férmula 8-2, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q9 y Q10:
Férmula 8-2:
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g8 es un numero entero de 0 a 10,

X1 es un atomo de hidrégeno o un soporte en fase sélida, y

R4 es un grupo alquilo que tiene de 2 a 10 4tomos de carbono sustituidos con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del grupo
que consiste en un grupo amino no sustituido o sustituido con un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo o
un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, un grupo carboxi, un grupo maleimida y un grupo aralquiloxicarbonilo.

En la presente divulgacion se obtiene un compuesto representado por la siguiente formula 9 como compuesto intermedio
de sintesis:
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Fdarmula 9:
R5
H NH
R5—N
NH
0] 0
HMN
Y'—R3
HN
o ,—~ ©
e
RE6—N—
_NH
RE
en donde

R5 y R6 son, cada uno independientemente, un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo
benciloxicarbonilo, un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, -CO-R4' 0 -CO-Q11-(P11-Q11")qe-T4-L4,

P11y T4 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

cada uno de Q11 y Q11 esta ausente o es alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no sustituido, o -
(CH2CH20)ns-CH2CH>-, en donde n4 es un nimero entero de 0 a 99,

g9 es un numero entero de 0 a 10,

L4 es un ligando de azucar,

Y’ es -O-(CHz2)m11-NH- 0 -NH-CO-(CHz)m12-NH-, en donde m11’ y m12’ son, cada uno independientemente, un nimero
entero de 1a 10,

R3 es un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo, un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo, -CO-R4', -CO-(CH2CH20)n2-CH2CH>-N3 o -CO-Q9'-B5'-(Q10'-P10")4e-X1’, en donde n2 es un
numero entero de 0 a 99,

P10’ esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

Q9 y Q10 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o
no sustituido, o - (CH2CH20)n3-CH2CHa-, en donde n3’ es un nimero entero de 0 a 99,

B5' es cualquier estructura representada por la siguiente férmula 9-1, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q9’y Q10"

Férmula 9-1:
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g8’ es un nimero entero de 0 a 10,

X1’ es un atomo de hidrégeno o un soporte en fase solida, y

R4’ es un grupo alquilo que tiene de 2 a 10 atomos de carbono sustituidos con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del
5 grupo que consiste en un grupo amino no sustituido o sustituido con un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo

benciloxicarbonilo o un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, un grupo carboxi, un grupo maleimida y un grupo

aralquiloxicarbonilo.

En la presente divulgacion se obtiene un compuesto representado por la siguiente formula 10 como compuesto intermedio
10 de sintesis:
Farmula 10:
R7

2=°

0 (8]
N
R?J\f
RBY\H

© e]
0
8

¥2—RS
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en donde

R7 y R8 son, cada uno independientemente, un grupo hidroxi, un grupo t-butoxi, un grupo benciloxi, -NH-R10 o -NH-Q12-
(P12-Q12")q10-T4-L4,

P12y T4 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son -CO-, - NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-,
-CO-S- 0 -CO-NH-,

cada uno de Q12 y Q12’ esta ausente o es alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o no sustituido, o -
(CH2CH20)n2-CH,CHz-, en donde n2 es un numero entero de 0 a 99,

L4 es un ligando de azucar,

Y2 es -O- (CH2)me-NH- 0 -NH-CO-(CH2)m10-NH-, en donde m9 y m10 son, cada uno independientemente, un nimero
entero de 1a 10,

q10 es un numero entero de 0 a 10,

R9 es un atomo de hidrégeno, un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo benciloxicarbonilo, un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo,-CO-R10, -CO-(CH2CH20)n6-CH2CH2-N3 0 -CO-Q13-B6-(Q14-P13)411-X2, en donde n6 es un
numero entero de 0 a 99,

P13 esta ausente, o es -CO-, -NH-, -O-, -S-, -O-CO-, -S-CO-, -NH-CO-, -CO-0O-, -CO-S- 0 -CO-NH-,

Q13 y Q14 estan, cada uno independientemente, ausentes, o son alquileno con 1 a 12 atomos de carbono, sustituido o
no sustituido, o - (CH2CH20)n7-CH2CH>-, en donde n7 es un nimero entero de 0 a 99,

B6 es cualquier estructura representada por la siguiente formula 10-1, en donde las lineas discontinuas significan
respectivamente enlaces a Q13 y Q14:

Férmula 10-1:
0
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q11 es un numero entero de 0 a 10,
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X2 es un atomo de hidrégeno o un soporte en fase solida, y

R10 es un grupo alquilo que tiene de 2 a 10 atomos de carbono sustituidos con 1 o 2 sustituyentes seleccionados del
grupo que consiste en un grupo amino no sustituido o sustituido con un grupo t-butoxicarbonilo, un grupo
benciloxicarbonilo o un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, un grupo carboxi, un grupo maleimida y un grupo
aralquiloxicarbonilo.

En lo que sigue se daran ejemplos de métodos de produccién en relacion con la presente divulgacién. En la descripcion
sobre los métodos de producciéon 1 a 17 dada méas adelante se pueden utilizar los mismos simbolos que los que
representan grupos en los compuestos representados por las férmulas 1 a 12 en el derivado de acido nucleico, etc. de la
presente divulgaciéon. Estos simbolos en los métodos de produccion 1 a 17 deben entenderse por separado de los en los
compuestos representados por las férmulas 1 a 12. La presente divulgacion no debe interpretarse de manera restrictiva
por la descripcion de los grupos sobre los métodos de produccion 1 a 12. Para el derivado de acido nucleico de acuerdo
con la presente divulgacion, X que representa el oligonucleétido se describe como -O-X en los métodos de produccién 1
a17.

Método de produccion 1

Para el derivado de acido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion, el método de produccién se puede tomar
como un ejemplo de un método para producir un compuesto que tiene una subestructura representada por la férmula (I'):
. P

H %
NH Bk
P e hAT b i -'X
HE -L,;A.- - DTy 0 Sy — wx ol
I Etapa 1 Etapa 2
(8 < 0K
(-A) (8]
R o
)
R,
N \\:'-1 TG
OMTre_ s -
T Etapa 3 - S Ftapad
P . p x..'ﬂTr.U o Etapa 4
-3) ~ oM
{-E}
R R~
e a,
[ L] LT
T - GllE :
OMATr a %I 0 DawWTr 0" T O H
I . 4 FEtapa5s E. .
A .Tr'-’aH i ""§|"N‘F'IJ|IITIEFIJ
L G
{1-F) il

NIt

Etapa §

{1
en donde P1 es un grupo protector desprotegible de bases tal como Fmoc, DMTr representa un grupo p,p'-dimetoxitritilo,
R representa una unidad ligando-unidad de enlace, R’ representa un grupo, en el que cada uno de los grupos hidroxi del
ligando de azucar en R esta protegido con un grupo protector desprotegible de bases tal como un grupo acetilo, Polimero
representa un soporte en fase séliday Q' es -CO-.

Etapa 1

El compuesto (I-B) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (I-A) con cloruro de p,p-dimetoxitritilo a una
temperatura entre 0°C y 100°C durante 5 minutos a 100 horas en un disolvente tal como piridina, si es necesario, en
presencia de un co-disolvente.
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Ejemplos del co-disolvente incluyen metanol, etanol, diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, tolueno, acetato de etilo,
acetonitrilo, dietil éter, tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano, dioxano, N,N-dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida,
N-metilpirrolidona, piridina y agua. Estos co-disolventes se pueden utilizar solos o en mezcla.

Etapa 2

El compuesto (I-C) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (I-B) a una temperatura entre la temperatura
ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas en presencia de 1 a 1000 equivalentes de una amina secundaria sin un
disolvente o en un disolvente.

Ejemplos del disolvente incluyen metanol, etanol, diclorometano, cloroformo, 1,2-dicloroetano, tolueno, acetato de etilo,
acetonitrilo, dietil éter, tetrahidrofurano, 1,2-dimetoxietano, dioxano, N,N-dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida,
N-metilpirrolidona, piridina y agua. Estos disolventes se pueden utilizar solos o en mezcla.

Ejemplos de amina secundaria incluyen dietilamina y piperidina.

Etapa 3

El compuesto (I-E) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (I-C) con el compuesto (I-D) a una temperatura
entre la temperatura ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas en presencia de 1 a 30 equivalentes de una base,
un agente de condensacion y, si es necesario, de 0,01 a 30 equivalentes de un aditivo sin un disolvente o en un disolvente.
Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2.

Ejemplos de la base incluyen carbonato de cesio, carbonato de potasio, hidroxido de potasio, hidréxido de sodio, metéxido
de sodio, terc-butdxido de potasio, trietilamina, diisopropiletiiamina, N-metilmorfolina, piridina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]-7-
undeceno (DBU) y N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP).

Ejemplos del agente de condensacion incluyen 1,3-diciclohexanocarbodiimida (DCC), hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), carbonildiimidazol, hexafluorofosfato de benzotriazol-1-
iloxitris(dimetilamino)fosfonio, hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio, hexafluorofosfato de O-(7-

azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio(HATU), hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (HBTU) y yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio.

Ejemplos del aditivo incluyen 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y 4-dimetilaminopiridina (DMAP)

El compuesto (I-D) puede obtenerse mediante un método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Journal of American
Chemical Society, 136, 16958, (2014) o un método equivalente al mismo.

Etapa 4

El compuesto (I-F) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (I-E) con anhidrido succinico a una temperatura
entre la temperatura ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas en presencia de 1 a 30 equivalentes de una base
en un disolvente.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2.

Ejemplos de la base incluyen los enumerados en la etapa 3.

Etapa 5

El compuesto (I-G) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (I-F) con un soporte en fase sélida aminado en
el extremo a una temperatura entre la temperatura ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas en presencia de 1 a
30 equivalentes de una base, un agente de condensacion vy, si es necesario, de 0,01 a 30 equivalentes de un aditivo sin
un disolvente o en un disolvente, y luego haciendo reaccionar lo resultante con una solucién de anhidrido acético en
piridina a una temperatura entre la temperatura ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2.

Ejemplos de la base, del agente de condensacion y del aditivo incluyen los enumerados respectivamente en la etapa 3.

Ejemplos del soporte en fase soélida aminado incluyen vidrio de poro controlado con alquilamina de cadena larga (LCAA-
CPG). Un soporte en fase sélida aminado de este tipo se puede obtener como un producto disponible comercialmente.

Etapa 6
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El conjugado de acidos nucleicos que tiene la unidad ligando de azicar-enlace-ramificador representado por la férmula
(I') se puede producir alargando una cadena de nucleétidos correspondiente mediante un método de sintesis quimica de
oligonucleétidos conocido en la técnica utilizando el compuesto (I-G), seguido de la disociacion de la fase sdlida,
desproteccion del grupo protector y purificacion.

Ejemplos del método de sintesis quimica de oligonucledtidos conocido en la técnica pueden incluir un método de
fosforamidita, un método de fosforotioato, un método de fosfotriéster y un método CEM [véase, Nucleic Acid Research,
35, 3287 (2007)]. La cadena de oligonucleétido se puede sintetizar utilizando, por ejemplo, un sintetizador de acidos
nucleicos de alto rendimiento ABI3900 (fabricado por Applied Biosystems, Inc.).

La disociacion de la fase sdlida y la desproteccion se pueden realizar mediante tratamiento con una base a una
temperatura entre -80°C y 200°C durante 10 segundos a 72 horas en un disolvente o sin disolvente después de la sintesis
quimica de oligonucleotidos.

Ejemplos de la base incluyen amoniaco, metilamina, dimetilamina, etilamina, dietilamina, isopropilamina, diisopropilamina,
piperidina, trietilamina, etilendiamina, 1,8-diazabiciclo[5.4.0]-7-undeceno (DBU) y carbonato de potasio.

Ejemplos del disolvente incluyen agua, metanol, etanol y THF.

El oligonucledtido se puede purificar utilizando una columna de fase inversa C18 o una columna de intercambio anidnico,
preferiblemente estos dos enfoques en combinacion. La pureza del conjugado de acidos nucleicos asi purificado es
deseablemente del 90% o mayor, preferiblemente del 95% o mayor.

En la etapa 3 arriba descrita, si es necesario, el compuesto (I-D) se puede dividir en dos unidades y condensar con el
compuesto (I-C) en dos etapas separadas. Especificamente, cuando R-Q’ es, por ejemplo, R-NH-CO-Q4'-CO- (Q4' es
alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono), en la etapa 3, el compuesto (I-C) y CH3zCH,-O-
CO-Q4'-CO-OH (Q4 'es como se definid arriba) se condensan de la misma manera que en la etapa 3, y el éster etilico del
compuesto obtenido se puede hidrolizar con una base tal como hidréxido de litio en un disolvente tal como etanol o agua,
seguido de una condensacion adicional con R'-NH; (R’ es como se definié arriba) para obtener el compuesto de interés.
CH3CH,-O-C0O-Q4'-CO-0OH (Q4' es como se definid arriba) y R-NH; (R' es como se definié arriba) se pueden obtener por
un método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Journal of American Chemical Society, 136, 16958 (2014)) o un
método equivalente al mismo. En este contexto, el sustituyente y el resto alquileno en el alquileno sustituido o no sustituido
que tiene 1 a 12 atomos de carbono, representados por Q4’ son como se definieron arriba.

Aunque el caso en el que Q es -CO- se toma arriba como ejemplo, un compuesto en el que Q no es -CO- también se
puede preparar de acuerdo con el mismo método que arriba o un método conocido en la técnica, o una combinacién de
los mismos, cambiando apropiadamente la estructura de Q y cambiando apropiadamente las condiciones de reaccion.
Método de produccion 2

Para el derivado de &cido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion, el método de produccién se puede tomar
como un ejemplo de un método para producir un compuesto que tiene una subestructura representada por la férmula (II'):
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en donde DMTr, R, R', X, Q' y Polimero son como se definieron arriba, TBDMS representa un grupo t-butildimetilsililo y
Fmoc representa un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo.
Etapa 7
El compuesto (II-A) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (I-A) con cloruro de t-butildimetilsililo y
dimetilaminopiridina a una temperatura entre 0°C y 100°C durante 5 minutos a 100 horas en un disolvente tal como N,N-
dimetilformamida ( DMF), preferiblemente en presencia de 2 equivalentes de una base.
Ejemplos de la base incluyen los enumerados en la etapa 3 del método de produccion 1.
Etapa 8

El compuesto (lI-B) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 1 del método de produccién 1
utilizando el compuesto (II-A).

Etapa 9

El compuesto (II-C) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (lI-B) con fluoruro de n-tetrabutilamonio (TBAF)
a una temperatura entre la temperatura ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas en un disolvente.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2.
Etapa 10

El compuesto (lI-D) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 2 del método de produccion 1
utilizando el compuesto (lI-C).

Etapa 11

El compuesto (lI-E) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 del método de produccion 1
utilizando el compuesto (II-D) y el compuesto (I-D).

Etapas 12 a 14

El compuesto (II') se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 4 a 6 del método de produccion 1
utilizando el compuesto (lI-E).
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En la etapa 11 arriba descrita, si es necesario, el compuesto (I-D) se puede dividir en dos unidades y condensar con el
compuesto (II-C) en dos etapas separadas. Especificamente, cuando R-Q’ es, por ejemplo, R-NH-CO-Q4'-CO- (Q4' es
alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono), en la etapa 11 el compuesto (II-C) y CHzCH»-O-
CO-Q4'-CO-0OH (Q4 'es como se defini6 arriba) se condensan de la misma manera que en la etapa 11, y el éster etilico
del compuesto obtenido se puede hidrolizar con una base tal como hidréxido de litio en un disolvente tal como etanol o
agua, seguido de una condensacién adicional con R-NH; (R’ es como se defini6 arriba) para obtener el compuesto de
interés. CH3CH>-0-CO-Q4'-CO-OH (Q4' es como se definio arriba) y R-NH; (R' es como se definié arriba) se pueden
obtener por un método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Journal of American Chemical Society, 136, 16958
(2014)) o un método equivalente al mismo.

Aunque el caso en el que Q es -CO- se toma arriba como ejemplo, un compuesto en el que Q no es -CO- también se
puede preparar de acuerdo con el mismo método que arriba o un método conocido en la técnica, o una combinacién de
los mismos, cambiando apropiadamente la estructura de Q y cambiando apropiadamente las condiciones de reaccion.
Método de produccion 3

Para el derivado de &cido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion, el método de produccién se puede tomar
como un ejemplo de un método para producir un compuesto que tiene una subestructura representada por la férmula (I1I'):
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en donde DMTr, Fmoc, R, R', Q', X'y Polimero son como se definieron arriba.

El compuesto (lII') se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 1 a 6 del método de produccién 1
utilizando el compuesto (lll-A). El compuesto (ll-A) se puede obtener como un producto disponible comercialmente.

Etapa 15

El compuesto (IlI-B) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 1 del método de produccion 1
utilizando el compuesto (l1I-A).

El compuesto (l11-A) se puede adquirir como un producto disponible comercialmente.
Etapa 16

El compuesto (IlI-C) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 2 del método de produccion 1
utilizando el compuesto (l11-B).
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Etapa 17

El compuesto (llI-E) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 del método de produccién 1
utilizando el compuesto (l1I-C).

Etapas 18 a 20

El compuesto (lII') se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 4 a 6 del método de produccién 1
utilizando el compuesto (IlI-E).

En la etapa 17 arriba descrita, si es necesario, el compuesto (I-D) se puede dividir en dos unidades y condensar con el
compuesto (IlI-C) en dos etapas separadas. Especificamente, cuando R-Q’ es, por ejemplo, -NH-CO-Q4'-CO- (Q4' es
alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono), en la etapa 17 el compuesto (IlI-C) y CH3CHa-
0-CO-Q4'-CO-0OH (Q4 'es como se defini6 arriba) se condensan de la misma manera que en la etapa 17, y el éster etilico
del compuesto obtenido se puede hidrolizar con una base tal como hidréxido de litio en un disolvente tal como etanol o
agua, seguido de una condensacién adicional con R-NH; (R’ es como se defini6 arriba) para obtener el compuesto de
interés. CH3CH>-0-CO-Q4'-CO-OH (Q4' es como se definio arriba) y R-NH; (R' es como se definié arriba) se pueden
obtener por un método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Journal of American Chemical Society, 136, 16958
(2014)) o un método equivalente al mismo.

Aunque el caso en el que Q es -CO- se toma arriba como ejemplo, un compuesto en el que Q no es -CO- también se
puede preparar de acuerdo con el mismo método que arriba o un método conocido en la técnica, o una combinacién de
los mismos, cambiando apropiadamente la estructura de Q y cambiando apropiadamente las condiciones de reaccion.
Método de produccion 4

Para el derivado de acido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion, el método de produccién se puede tomar
como un ejemplo de un método para producir un compuesto que tiene una subestructura representada por la férmula (IV'):
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en donde DMTr, Fmoc, R, R', Q', X'y Polimero son como se definieron arriba.

El compuesto (IV’) se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 1 a 6 del método de produccion 1
utilizando el compuesto (IV-A). El compuesto (IV-A) se puede obtener como un producto disponible comercialmente.

En la etapa 23 arriba descrita, si es necesario, el compuesto (I-D) se puede dividir en dos unidades y condensar con el
compuesto (IV-C) en dos etapas separadas. Especificamente, cuando R-Q’ es, por ejemplo, -NH-CO-Q4'-CO- (Q4' es
alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono), en la etapa 23 el compuesto (IV-C) y CH3CH,-
0-CO-Q4'-CO-0OH (Q4 'es como se defini6 arriba) se condensan de la misma manera que en la etapa 23, y el éster etilico
del compuesto obtenido se puede hidrolizar con una base tal como hidréxido de litio en un disolvente tal como etanol o
agua, seguido de una condensacién adicional con R-NH; (R’ es como se defini6 arriba) para obtener el compuesto de
interés. CH3CH>-O-CO-Q4'-CO-OH (Q4' es como se definio arriba) y R-NH; (R' es como se definié arriba) se pueden
obtener por un método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Journal of American Chemical Society, 136, 16958
(2014)) o un método equivalente al mismo.

Aunque el caso en el que Q es -CO- se toma arriba como ejemplo, un compuesto en el que Q no es -CO- también se
puede preparar de acuerdo con el mismo método que arriba o un método conocido en la técnica, o una combinacién de
los mismos, cambiando apropiadamente la estructura de Q y cambiando apropiadamente las condiciones de reaccion.

Método de produccion 5
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Para el derivado de acido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion, el método de produccién se puede tomar
como un ejemplo de un método para producir un compuesto que tiene una subestructura representada por la férmula (V'):
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en donde DMTr, R, R', X, Q', TBDMS, Fmoc y Polimero son como se definieron arriba.

El compuesto (V') se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 1 a 7 del método de produccién 2
utilizando el compuesto (IV-A). El compuesto (IV-A) se puede obtener como un producto disponible comercialmente.

En la etapa 31 arriba descrita, si es necesario, el compuesto (I-D) se puede dividir en dos unidades y condensar con el
compuesto (V-D) en dos etapas separadas. Especificamente, cuando R-Q’ es, por ejemplo, -NH-CO-Q4'-CO- (Q4' es
alquileno sustituido o no sustituido que tiene 1 a 12 atomos de carbono), en la etapa 31 el compuesto (V-D) y CH3CH»-O-
CO-Q4'-CO-0OH (Q4 'es como se defini6 arriba) se condensan de la misma manera que en la etapa 31, y el éster etilico
del compuesto obtenido se puede hidrolizar con una base tal como hidréxido de litio en un disolvente tal como etanol o
agua, seguido de una condensacién adicional con R-NH; (R’ es como se defini6 arriba) para obtener el compuesto de
interés. CH3CH>-0-CO-Q4'-CO-OH (Q4' es como se definio arriba) y R-NH; (R' es como se definié arriba) se pueden
obtener por un método conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Journal of American Chemical Society, 136, 16958
(2014)) o un método equivalente al mismo.

Aunque el caso en el que Q es -CO- se toma arriba como ejemplo, un compuesto en el que Q no es -CO- también se
puede preparar de acuerdo con el mismo método que arriba o un método conocido en la técnica, o una combinacién de
los mismos, cambiando apropiadamente la estructura de Q-OH y cambiando apropiadamente las condiciones de reaccion.
Método de produccion 6

A continuacion se proporcionara un método ilustrativo para producir el conjugado de acidos nucleicos de la presente
divulgacion, en el que una unidad ligando-enlace-ramificador de azucar esta unida al extremo 5’ del oligonucleétido.
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en donde R, R, Q', DMTr y X son como se definieron arriba.
Etapa 35

El compuesto (I-H) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (II-E) con 2-cianoetil-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosfodiamidita a una temperatura entre la temperatura ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas en
presencia de una base y un acelerador de la reaccion sin un disolvente o en un disolvente.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2 del método de produccion 1.
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Ejemplos de la base incluyen los enumerados en la etapa 3 del método de produccion 1.

Ejemplos del acelerador de la reaccion incluyen 1H-tetrazol, 4,5-dicianoimidazol, 5-etiltiotetrazol y 5-benciltiotetrazol.
Estos aceleradores de la reaccion pueden adquirirse como productos disponibles comercialmente.

Etapa 36

El compuesto (I") se puede producir alargando una cadena de oligonucledtidos y finalmente modificando el extremo 5’ del
oligonucleétido con una unidad ligando de azucar-enlace-ramificador utilizando el compuesto (I-H), seguido de disociacion
de la fase sélida, desproteccion del grupo protector y purificacion. En este contexto, la disociacion de la fase sélida, la
desproteccion del grupo protector y la purificacién pueden realizarse cada una de la misma manera que en la etapa 7 del
método de produccion 1.

Método de produccion 7

A continuacion se proporcionara un método ilustrativo para producir el conjugado de acidos nucleicos de la presente
divulgacion, en el que una unidad ligando-enlace-ramificador de azucar esta unida al extremo 5’ del oligonucledtido.

El conjugado de acidos nucleicos se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 35 y 36 del método
de produccion 6.
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en donde R, R', Q', DMTr y X son como se definieron arriba.
Método de produccion 8

A continuacion se proporcionara un método ilustrativo para producir el conjugado de acidos nucleicos de la presente
divulgacion, en el que una unidad ligando-enlace-ramificador de azucar esta unida al extremo 5’ del oligonucledtido.

El conjugado de acidos nucleicos se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 35 y 36 del método

de produccion 6.
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en donde R, R', Q', DMTr y X son como se definieron arriba.

Método de produccion 9

A continuacion se proporcionara un método ilustrativo para producir el conjugado de acidos nucleicos de la presente
divulgacion, en el que una unidad ligando-enlace-ramificador de azucar esta unida al extremo 5’ del oligonucledtido.

El conjugado de acidos nucleicos se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 35 y 36 del método
de produccion 6.
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en donde R, R, Q', DMTr y X son como se definieron arriba.

Método de produccion 10
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A continuacion se proporcionara un método ilustrativo para producir el conjugado de acidos nucleicos de la presente
divulgacion, en el que una unidad ligando-enlace-ramificador de azucar esta unida al extremo 5’ del oligonucledtido.

El conjugado de acidos nucleicos se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 35 y 36 del método
de produccion 6.

) Vo R
Ry L™ gy
e - e | .,
m R o =0
,. L~ FEtapa43 Tt i prapads oA
e R N D apa '
DMATY A

e~
{IV-E] Te-HE W

en donde R, R, Q', DMTr y X son como se definieron arriba.
Método de produccion 11

Puede obtenerse un conjugado de &cidos nucleicos que tiene un acido nucleico de doble cadena disolviendo cada una
de una cadena sentido que tiene una unidad ligando de azucar-enlace-ramificador en el extremo 3’ o0 5' de una cadena
sentido que constituye el acido nucleico de doble cadena, y una cadena antisentido que constituye el acido nucleico de
doble cadena, en agua o una solucion tampdn apropiada, y mezclando las soluciones.

Ejemplos de la solucién tampén incluyen soluciones tampén acetato, soluciones tampén Tris, soluciones tampodn citrato,
soluciones tampon fosfato y agua. Estos soluciones tampon se pueden utilizar solos o en mezcla.

La relacion de mezcla entre la cadena sentido y la cadena antisentido es preferiblemente de 0,5 a 2 equivalentes, mas
preferiblemente de 0,9 a 1,1 equivalentes, mas preferiblemente de 0,95 equivalentes a 1,05 equivalentes, de la cadena
antisentido con respecto a 1 equivalente de la cadena sentido.

La cadena sentido y la cadena antisentido asi mezcladas pueden someterse de manera apropiada a un tratamiento de
reasociacion. El tratamiento de reasociaciéon se puede realizar calentando la mezcla de la cadena sentido y la cadena
antisentido a preferiblemente 50 a 100°C, mas preferiblemente a 60 hasta 100°C, mas preferiblemente a 80 hasta 100°C,
seguido de enfriamiento lento a temperatura ambiente.

La cadena antisentido se puede obtener de conformidad con el método de sintesis de oligonucleotidos antes mencionado
conocido en la técnica.

Método de produccion 12

Para el derivado de acido nucleico de acuerdo con la presente divulgacion, el método de produccién se puede tomar
como un ejemplo de un método para producir un compuesto que tiene una subestructura representada por la formula (VI'):
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H. W,

Fmoc.  _W. — » Fmoc. W - ~N
ro-™ OH Fopaaz  peN OPMIT GiasE mo- ODMTF
(VI-4) (VI-B) (VI-C)
0 o
: —w= FmocHN_ ,-’\H W —_— "IINRJK M
Etapa 47 [ N ODMTr Eiaps s ; z T
A a
TBSO Ry TEED’KRK
{VI-D) (VI-E}
R\ g~OH 0 ﬁr
H i H |
VI R, N K w RN A W
VER) - gy ~oomTe _ T Ty N7 opmTr
Bl tH ! 0 Etapa 50 i 0
TBSO Ry 4 HO™ "Ry
VI-G) (VI-H)
q L]
R.‘ N _',.;i w Rl'h,,‘_ ",H,‘_ "J'Ix\\
- T S Sy W ) — Q g N ~DDMTr
Etapa 51 @ Y N7 TODMTF piapssp ; ;
2 | 0 A RO
ﬂ"ﬂ%ﬂx H o Rx
Hﬂm\.'.f"w-"{"n Polimero ~ H‘w:-,"’ o
o LYl o (Vi)
o
F
Il
- R"ﬁl"n"‘wlf‘f \"‘M.N,-'w“«-_uxx
Etapa 53 I )
RO

o

en donde DMTr, R, R, X, Q', Polimero, TBS y Fmoc son como se definieron arriba, RO y Rx son iguales o diferentes y
cada uno representa un atomo de hidrégeno, alquileno C1-C10 o cicloalquileno C3-C8, y W es alquileno C1-C10 o
cicloalquileno C3-C8 o puede formar un anillo heterociclico que contiene nitrégeno C4-C8 junto con RO.

Etapa 45

El compuesto (VI-B) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 1 del método de produccién 1

utilizando el compuesto (VI-A).

El compuesto (VI-A) se puede obtener como un producto disponible comercialmente, o mediante un método conocido en
la técnica (p. €j., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Vol. 11, pags. 383-386) o un método equivalente al mismo.

Etapa 46

El compuesto (VI-C) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 2 del método de produccién 1

utilizando el compuesto (VI-B).

Etapa 47

El compuesto (VI-D) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 del método de produccion 1

utilizando el compuesto (VI-C).

Etapa 48

El compuesto (VI-E) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 2 del método de produccion 1

utilizando el compuesto (VI-D).

Etapa 49

El compuesto (VI-G) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 del método de produccion 1

utilizando el compuesto (VI-E) y el compuesto (VI-F).
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Etapa 50

El compuesto (VI-H) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 9 del método de produccién 2
5 utilizando el compuesto (VI-G).

Etapas 51 a 53

El compuesto (VI') se puede producir bajo las mismas condiciones que en las etapas 4 a 6 del método de produccion 1
10 utilizando el compuesto (VI-H), el compuesto (VI-1) y el compuesto (I-J).

Las etapas 45 a 53 también se pueden llevar a cabo mediante un método conocido en la técnica (p. €j., un método descrito
en la Publicacion Internacional N° WO 2015/105083) o un método equivalente al mismo.

15 El compuesto (VI-F) puede obtenerse mediante un método conocido en la técnica (p. €j., Journal of American Chemical
Society, 136, pag. 16958, (2014) o un método equivalente al mismo.

Método de produccion 13

20 Se puede producir una unidad de ligando de azucar-enlace en la que cada uno de P1y P4 en la formula 2 es -NH-CO-, -
0O-CO- 0 -S-CO- mediante el siguiente método.

Pat- PG2-P7T-Q5-Z PG
s
Etﬂpﬂ 4 “Qs—PT-PG2Efapa 55 5-P7-PG2

(e ) g
PGI-Pz-Qi-z POIFI-QIPL PGA-PS-QI=Z PGI—PZ—Q-P1
(Vi E) y [¥1F Gy
Etapa 3 H Q8—FT-FG2 Fiapa 57 as-P7-PG2
PO4—P5—{13~
by Iy
PGE-P3
BI—2Z
EEEN . PGE—PI
L] _ PGE_H?E_QH;H (ML)
- e i e T
Etapa DP FEtapa 58 O~as-pr-pga Etapa DP  Etapa 59
PGA—P5—-03—P4"
1)
PGE-FY u—ﬂ{-qz-ns-}:ga-z
I r,m-{n-m}n il
3 Etapa DP Etapa 60
Qs—P7-PG2
PGA—P5—03—P4
(VU L)
PGT—PE
B2-T
e PGT-PE”
Li-'n{:uz-NL (g ey _
“ {”"’”}"' Etapa OF Etapa 61 Etapa DP "
LtHaz-rif P paDP Etapa62  FEtapa DP
u\
Qs-P7T-PG2
PGA-PS-03-FY
VIl
L1—T1{GJ-PIJL=
2{a ﬂ.}_a.; ¥ ar{rz-atl-pr
Ml < L-rofaz-e)7; t o
g 0.,
g '-?-"'?{m-"‘l): Qs—PT-PG2
Etapa 63 B2{Ps-a3
L2-r2{aus-pe),, &
(Vi

en donde Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, P2, P3, P5, P6, P7, T1, T2, L1, L2, q1, 92, g3 y g4 son cada uno como se definié arriba,
q1’ representa un numero entero menor en 1 que q1, g2’ representa un nimero entero menor en 1 que g2, P1'y P4’
25 representan cada uno independientemente -CO-O-, -CO-NH- o -CO-S-, Z representa H, OH, NH2, SH, un atomo de cloro,
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un atomo de bromo, un atomo de yodo, metanosulfoniloxi, p-toluensulfoniloxi o acido carboxilico, B1’ y B2' representan
cada uno una estructura cualquiera de las siguientes férmulas, y PG1, PG2, PG3, PG4, PG5, PG6 y PG7 representa cada
uno un grupo protector apropiado.

Farmulas:

. ]
{ﬁzi ff!\“ ._Hlx:i
Nt AN Y

m1, m2, m3 y m4, cada uno independientemente, representan un numero entero de 0 a 10,

Etapa 54

El compuesto (VII-C) se puede producir afiadiendo trifenilfosfina soportada en polimero al compuesto (VII-A) con el
compuesto (VII-B) en un disolvente tal como tetrahidrofurano y haciendo reaccionar la mezcla con una solucion de
azodicarboxilato de diisopropilo en tolueno bajo enfriamiento con hielo.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2 de la etapa de produccion 1.

El compuesto (VII-A) se puede obtener como un producto disponible comercialmente.

Etapa 55

El compuesto (VII-D) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (VII-C) bajo enfriamiento con hielo en presencia
de una base en un disolvente tal como metanol.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2 de la etapa de produccion 1.
Ejemplos de la base incluyen los enumerados en la etapa 3 de la etapa de produccion 1.
Etapa 56

El compuesto (VII-F) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (VII-D) y el compuesto (VII-E).

Etapa 57

El compuesto (VII-H) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (VII-F) y el compuesto (VII-G).

Etapa 58

—_

El compuesto (VII-J) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion
utilizando el compuesto (VII-H) y el compuesto (VII-I).

Etapa 59

—_

El compuesto (VII-L) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion
utilizando el compuesto (VII-J) y el compuesto (VII-K).

Etapa 60

—_

El compuesto (VII-N) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion
utilizando el compuesto (VII-L) y el compuesto (VII-M).

Etapas 61 a 63

El compuesto (VII') se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccién 1 utilizando
el compuesto (VII-O), el compuesto (VII-P) y el compuesto (VII-Q).

Etapa DP
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Un método comunmente utilizado en quimica organica sintética [p. €j., un método descrito en Protective Groups in Organic
Synthesis, tercera edicion, T.W. Greene, John Wiley & Sons Inc. (1999)] puede utilizarse apropiadamente en la
produccion.

El compuesto (VII-B), el compuesto (VII-E), el compuesto (VII-G), el compuesto (VII-1), el compuesto (VII-K), el compuesto
(VII-M), el compuesto (VII-O), el compuesto (VII-P) y el compuesto (VII-Q) se pueden obtener como productos
comercialmente disponibles, o mediante métodos descritos en "The Fourth Series of Experimental Chemistry, Organic
Synthesis, pag. 258, Maruzen Co., Ltd. (1992)" y "Marchj's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and
Structure, 72 edicion" en combinaciéon o métodos equivalentes a los mismos.

Método de produccion 14

Se puede producir una unidad en la que P7 en la férmula 4 es -O- mediante el siguiente método.
Z2—-Q5-P8-PG10

LC Vi.B) LC-O
-O‘Q'g'P;‘FGg S { IL fus-Pa-}—PGw
Etapa DP Etapa 64 5
(VIL-A) (g
Z-Q6-E

. (g LM\LQS@QH

Etapa DP Etapa 65
(V)

en donde Q5, Q6, P8y g5 son cada uno como se definié arriba, Z2 representa H, OH, NHz o SH, PG9 y PG10 representan
cada uno un grupo protector apropiado, LC representa una unidad ligando de azucar-enlace, y E representa acido
carboxilico o maleimida.

Etapa 64

El compuesto (VIII-C) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (VIII-A) y el compuesto (VIII-B).

El compuesto (VIII-B) se puede obtener como un producto disponible comercialmente, o mediante los métodos descritos
en "The Fourth Series of Experimental Chemistry, Organic Synthesis, pag. 258, Maruzen Co., Ltd. (1992)" y "March's

Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, 72 ediciéon" en combinacion o métodos equivalentes
a los mismos.

Etapa 65

El compuesto (VIII') se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccién 1
utilizando el compuesto (VIII-C) y el compuesto (VIII-D).

El compuesto (VIII-D) se puede obtener como un producto disponible comercialmente, o mediante los métodos descritos
en "The Fourth Series of Experimental Chemistry, Organic Synthesis, pag. 258, Maruzen Co., Ltd. (1992)" y "March's
Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, 72 ediciéon" en combinacion o métodos equivalentes
a los mismos.

Etapa DP

Un método comunmente utilizado en quimica organica sintética [p. €j., un método descrito en Protective Groups in Organic
Synthesis, tercera edicién, T.W. Greene, John Wiley & Sons Inc. (1999)] puede utilizarse apropiadamente en la produccion.

Método de produccion 15

Se puede producir una unidad de ligando de azucar-enlace en la que cada uno de P1y P4 en la férmula 2 es -O- mediante
el siguiente método.
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PGB-PT-O8-Z H PGy—PI-0-2Z
s _ o)
Etapa b e Etapa 67
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. R - PG I"‘{'P!“‘ﬂ'i - -
Etapa DF Etapa 69

PG PS03 -Gy
(1% 1
PGP PG1Z-P3
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X-J
R Etapa DP
Etapa DP Etapa 70 PRI—PI-Q gy QPrPCs
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Etapa 71
PO-PSOyD o PG,
PG14—PE__
PO1I—PS—00—Z PG14—PE U'W{Gﬁﬂ‘:l;rm'!
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i — ———
Etapa DP Etapa 72 EtapaDP Etapa 73 Etapa DP Etapa 74

"""E‘:H‘if\m, e L‘-WEQZ-N‘LN {-rz-m;—o
Li- +{-az—n 2 v gy |.1-n-Eu:z-r }g

wa-refaepelet Etapa DP  L2-T2{od
12-T2{ae-rel; i+ . PP L2-va{os-pef,

en donde Q1, Q2, Q3, Q4, P2, P3, P5,P6, T1, T2, L1, L2, 91, 92, 93, g4, Z, B1' yBZ son cada uno como se definio arriba,
g1' 'representa un nimero entero menor en 1 que q1, g2’ representa un nimero entero menor en 1 que g2, y PG8, PG9,
PG10, PG11, PG12, PG13 y PG14 representan cada uno un grupo protector apropiado.

F - N N
& ./CJ\ M:

m1, m2, m3 y m4 son como se define arriba,

W{Ps-mn}-u

Formulas:

Etapa 66

El compuesto (IX-C) se puede producir disolviendo el compuesto (IX-A) y el compuesto (IX-B) en un disolvente tal como
N,N'-dimetilformamida, afiadiendo una base tal como bicarbonato de potasio a la solucién y haciendo reaccionar la mezcla
a temperatura ambiente hasta 200°C durante 5 minutos a 100 horas.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2 de la etapa de produccion 1.

Ejemplos de la base incluyen los enumerados en la etapa 3 de la etapa de produccion 1.

Etapa 67
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El compuesto (IX-E) se puede producir disolviendo el compuesto (IX-C) y el compuesto (IX-D) en un disolvente tal como
N,N'-dimetilformamida, afiadiendo una base tal como bicarbonato de potasio a la solucién y haciendo reaccionar la mezcla
a temperatura ambiente hasta 200°C durante 5 minutos a 100 horas.

Ejemplos del disolvente incluyen los enumerados en la etapa 2 de la etapa de produccion 1.

Ejemplos de la base incluyen los enumerados en la etapa 3 de la etapa de produccion 1.

El compuesto (IX-A) se puede obtener como un producto disponible comercialmente.

Etapa 68

El compuesto (IX-G) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (IX-E) y el compuesto (IX-F).

Etapa 69

El compuesto (IX-l) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (IX-G) y el compuesto (IX-H).

Etapa 70

El compuesto (IX-K) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (IX-1) y el compuesto (1X-J).

Etapa 71

El compuesto (IX-M) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1
utilizando el compuesto (IX-K) y el compuesto (IX-L).

Etapas 72 a 74

El compuesto (1X’) se puede producir bajo las mismas condiciones que en la etapa 3 de la etapa de produccion 1 utilizando
el compuesto (IX-M), el compuesto (IX-N), el compuesto (IX-O) y el compuesto (IX-P).

Etapa DP

Un método comunmente utilizado en quimica organica sintética [p. €j., un método descrito en Protective Groups in Organic
Synthesis, tercera edicion, T.W. Greene, John Wiley & Sons Inc. (1999)] puede utilizarse apropiadamente en la produccion.

El compuesto (IX'-B), el compuesto (IX-D), el compuesto (IX'-F), el compuesto (1X’-H), el compuesto (1X-J), el compuesto
(IX-L), el compuesto (IX-N), el compuesto (IX-O) y el compuesto (IX-P) se pueden obtener como productos
comercialmente disponibles, o mediante métodos descritos en "The Fourth Series of Experimental Chemistry, Organic
Synthesis, pag. 258, Maruzen Co., Ltd. (1992)" y "Marchj's Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and
Structure, 72 edicion" en combinacién o métodos equivalentes a los mismos.

Método de produccion 16

El siguiente método también se puede utilizar como método para producir los conjugados de acidos nucleicos de férmulas
1a7.

Lc_n'fm—ws-}m i - 2 LC-G{‘O5~FE}- —_— "“'ofug_p.
st Etapa 76
{iy
(B) )

en donde LC, Q5, P8 y Q6 son como se definieron arriba, y X1-SH representa un oligonucleétido que tiene una estructura
terminal que contiene un grupo alquilo C1-C10 sustituido con SH.

Etapa 75

El compuesto (X-B) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (VIII") con compuesto (X-A) a 0°C hasta 100°C
durante 10 segundos a 100 horas en un disolvente.

Ejemplos del disolvente incluyen agua, soluciones tampén fosfato, soluciones tampén acetato de sodio y dimetilsulféxido.
Estos disolventes se pueden utilizar solos o en mezcla.

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 858 090 T3

El compuesto (VIII') puede obtenerse utilizando el método de produccion 14.

El compuesto (X-B) también se puede obtener mediante un método conocido en la técnica (p. &j., Bioconjugate Chemistry,
Vol. 21, pags. 187-202, 2010; y Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, septiembre de 2010; CAPITULO: Unidad
4.41) o un método equivalente al mismo.

Etapa 76

El compuesto (X’) se puede producir haciendo reaccionar el compuesto (X-B) a una temperatura entre la temperatura
ambiente y 200°C durante 5 minutos a 100 horas bajo condiciones de pH 8 o superiores tal como en una solucién acuosa
de carbonato de sodio o agua amoniacal.

Método de produccion 17

El siguiente método también se puede utilizar como método para producir los conjugados de acidos nucleicos de férmulas

1a7.
KZ-NH;

*x1.8)

F
Lcﬂ'&:s-wim—mm Em LE_O‘fnﬁ-cmsg;nsn,ojz?F m Lm‘{“m-llltos-llil-xz
F F

L] \ fr Ay} / s

Etapa 79

endonde LC, Q5, P8 y Q6 son como se definieron arriba, y X2-NH; representa un oligonucleétido que tiene una estructura
terminal que contiene un grupo alquilo C1-C10 sustituido con NHa.

Etapa 77
El compuesto (XI-A) puede obtenerse utilizando el compuesto (VIII"’) y un método conocido en la técnica (p. €j., un método
descrito en Bioconjugate Chemistry, Vol. 26, pag. 1451-1455, 2015) o un método equivalente al mismo.

El compuesto (VIII"") puede obtenerse mediante el uso del método de produccién 14.

Etapa 78

El compuesto (XI') puede obtenerse utilizando el compuesto (XI-B) y un método conocido en la técnica (p. €j., un método
descrito en Bioconjugate Chemistry, Vol. 26, pag. 1451-1455, 2015) o un método equivalente al mismo.

Etapa 79

En otro método, el compuesto (XI') se puede obtener directamente del compuesto (XI-A) mediante un método conocido
en la técnica (véase, por ejemplo, Bioconjugate Chemistry, Vol. 22, pag. 1723-1728, 2011) o un método equivalente al
mismo.

El conjugado de acidos nucleicos descrito en la presente memoria descriptiva puede obtenerse como una sal, por ejemplo,
una sal por adiciéon de acidos, una sal metalica, una sal de amonio, una sal por adicion de amina organica o una sal por
adicion de aminoacido.

Ejemplos de la sal por adicion de acidos incluyen: sales de &cidos inorganicos, tales como hidrocloruro, sulfato y fosfato;
y sales de acidos organicos, tales como acetato, maleato, fumarato, citrato y metanosulfonato. Ejemplos de la sal metalica
incluyen: sales de metales alcalinos, tales como sal de sodio y sal de potasio; sales de metales alcalinotérreos, tales como
sal de magnesio y sal de calcio; y sal de aluminio y sal de zinc. Ejemplos de la sal de amonio incluyen sales de amonio,
tetrametilamonio y similares. Ejemplos de sales por adicion de amina organica incluyen sales por adicién de morfolina,
piperidina y similares. Ejemplos de las sales por adicion de aminoéacidos incluyen sales por adicion de lisina, glicina,
fenilalanina y similares.

En el caso de preparar la sal del conjugado de acidos nucleicos descrita en la presente memoria descriptiva, el conjugado
obtenido en forma de la sal deseada se puede purificar directamente, o el conjugado obtenido en forma libre se puede
disolver o suspender en un disolvente apropiado. y se afiade un acido o base correspondiente a la solucion o suspension,
seguido de aislamiento o purificacion. Con el fin de convertir los contraiones que forman la sal del conjugado en diferentes
contraiones, la sal del conjugado se puede disolver o suspender en un disolvente apropiado, y luego, varios equivalentes
a un gran exceso de un acido, una base y/o una sal (p. €j., una sal inorganica, tal como cloruro de sodio o cloruro de
amonio) se afaden a la solucién o suspension, seguido de aislamiento o purificacion.
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Algunos conjugados de &cidos nucleicos descritos en la presente memoria descriptiva pueden tener estereoisémeros,
tales como isébmeros geométricos e isémeros épticos, tautdmeros o similares. Todos los posibles isémeros y mezclas de
los mismos también estan incluidos en la presente divulgacion.

El conjugado de acidos nucleicos descrito en la presente memoria descriptiva puede estar presente en forma de un aducto
con agua o diversos disolventes. Estos aductos también se incluyen en la presente divulgacion.

El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion abarca, ademas, moléculas en las que una parte o la totalidad
de los atomos esta sustituida con un atomo que tiene un nimero de masa atémica diferente del mismo (isétopo) (p. €j.,
un atomo de deuterio).

La composicion farmacéutica de la presente divulgacion comprende el conjugado de acidos nucleicos representado por
la férmula 1. El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion, debido a que tiene ligandos de azucar L1y L2,
es reconocido por una célula diana y transferido a la célula.

El conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion puede utilizarse en el tratamiento de enfermedades
relacionadas con un gen diana inhibiendo (reduciendo o silenciando) la expresion del gen diana in vivo cuando se
administra a un mamifero.

En el caso de utilizar el conjugado de acidos nucleicos de la presente divulgacion como un agente terapéutico o un agente
profilactico, la via de administracion no esta particularmente limitada, y se utiliza deseablemente una via de administraciéon
mas eficaz para el tratamiento. Ejemplos de los mismos incluyen administracion intravenosa, administracion subcutanea
y administracion intramuscular. Se prefiere la administracion intravenosa.

La dosis difiere dependiendo del estado patologico o de la edad del receptor, de la via de administracion, etc. La dosis
puede ser, por ejemplo, una dosis diaria de 0,1 uyg a 1000 mg, mas preferiblemente de 1 a 100 mg, en términos de la
cantidad.del oligonucleétido de doble cadena.

Ejemplos de la preparacion apropiada para la administracion intravenosa o la administracion intramuscular incluyen
inyecciones. Una formulacion liquida preparada puede utilizarse directamente en forma de, por ejemplo, una inyeccion.
Alternativamente, la formulacion liquida puede utilizarse después de la eliminacion del solvente mediante, por ejemplo,
filtracidn o centrifugacion, o la formulacion liquida puede utilizarse después de liofilizarse y/o puede utilizarse después de
ser complementada con, por ejemplo, un excipiente, tal como manitol, lactosa, trehalosa, maltosa o glicina, y luego
liofilizada.

En el caso de una inyeccion, la formulacion liquida o la composicion libre de disolvente o liofilizada se mezcla
preferiblemente con, por ejemplo, agua, un acido, un alcali, diversas soluciones tampon, solucion salina fisioldgica o una
transfusion de aminoacidos, para preparar la inyeccion. Alternativamente, la inyeccion puede prepararse mediante la
adicioén de, por ejemplo, un antioxidante, tal como acido citrico, acido ascorbico, cisteina o EDTA, o un agente de tonicidad,
tal como glicerol, glucosa o cloruro de sodio. También, la inyeccion también se puede crioconservar mediante la adicion
de un agente crioconservador tal como glicerol.

Ejemplos

A continuacion, la presente invencion se describira especificamente con referencia a Ejemplos de Referencia, Ejemplos
y Ejemplos de Ensayo. Sin embargo, la presente invencion no esta limitada por estos Ejemplos y Ejemplos de Ensayo.
Espectros de resonancia magnética nuclear de proton ("H RMN) mostrados en los Ejemplos y Ejemplos de Referencia se
midieron a 270 MHz, 300 MHz o 400 MHz, y ningun protén intercambiable se puede observar claramente en funcién de
compuestos y condiciones de medicion. La multiplicidad de sefiales se indica como se utiliza habitualmente, y br significa
ancho y representa una sefial aparentemente ancha.

El analisis de UPLC empled las siguientes condiciones:

Fase movil A: solucion acuosa que contiene acido férmico al 0,1%, B: solucién de acetonitrilo

Gradiente: gradiente lineal del 10% al 90% de la fase movil B (3 min)

Columna: ACQUITY UPLC BEH C18 fabricada por Waters Corp. (1,7 ym, diametro interior: 2,1 x 50 mm)
Caudal: 0,8 mL/min

Longitud de onda de deteccién de PDA: 254 nm (intervalo de deteccion: 190 a 800 nm)

Ejemplo de Referencia 1 Sintesis de unidad de ligando de azucar
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Sintesis de compuesto 2
Etapa 1

El compuesto 1 (0,8755 g, 1,9567 mmol), sintetizado mediante el método descrito en Journal of American Chemical
Society, Vol. 136, pags. 16958-16961, 2014 se disolvid en tetrahidrofurano (10 mL). A la solucion, se agitaron durante la
noche 1,3-diciclohexanocarbodiimida (DCC, 0,4247 g, 2,0584 mmol) y N-hidroxisuccinimida (0,2412 g, 2,0958 mmol) a
temperatura ambiente. Se eliminé un sélido precipitado de la mezcla de reaccion y el disolvente se separé por destilacion
a presion reducida. La mezcla obtenida se disolvié en N,N'-dimetilformamida (DMF). A la solucién se afiadieron bromato
de 2-aminoetil maleimida (0,6479 g, 2,5491 mmol) y diisopropiletilamina (1,7 mL, 9,7835 mmol) y luego la mezcla se agitd
durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente en la solucién de reaccion se separd por destilacion a presion
reducida, seguido de elucién por cromatografia en columna de fase inversa (agua/metanol = 80/20) para obtener el
compuesto 2 (0,8502 g, rendimiento: 76%).

ESI-MS m/z: 570 (M + H)*;

"H-RMN (DMSO-Ds) &: 1,45-1,56 (4H, m), 1,78 (3H, s), 1,90 (3H, s), 1,97 (2H, t, J = 7,0 Hz), 2,00 (3H, s), 2,11
3,18-3,19 (2H, m), 3,38-3,45 (3H, m), 3,64-3,71 (1H, m), 3,85-3,89 (1H, m), 4,01-4,04 (3H, m), 4,48 (1H, d, J =
4,95-4,98 (1H, m), 5,21 (1H, d, J = 3,5 Hz), 6,99 (2H, s), 7,81-7,87 (2H, m).

(3H, s),
8,6 Hz),

Sintesis de compuesto 4
Etapa 2

El compuesto 1 (0,9602 g, 2,1460 mmol) descrito en la etapa 1 se disolvio en N,N'-dimetilformamida (10 mL). A la solucién
se afadieron N-Boc-etilendiamina (fabricada por Sigma-Aldrich Co. LLC, 0,6877 g, 4,292 mmol), diisopropiletilamina (1,90
mL, 10,87 mmol) y hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (fabricado por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., 1,6437 g, 4,3229 mmol) y la mezcla se agitdé durante la noche a temperatura ambiente. Se
afiadié agua a la solucion de reaccion, seguido de extraccion con cloroformo dos veces. Luego, la capa organica se lavd
con solucion salina saturada y se secé sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a
presion reducida para obtener un producto bruto del compuesto 3.

ESI-MS m/z: 590 (M + H)*

Etapa 3

El compuesto 3 (1,2654 g, 2,1460 mmol) sintetizado en la etapa 2 se disolvié en diclorometano (15 mL). A la solucion se
afadio acido trifluoroacético (4 mL) y la mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente. Se afiadié agua a la
solucion de reaccién, seguido de extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavé con solucién salina
saturada y se sec6 sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida, seguido
de elucién por cromatografia en columna de fase inversa (agua/metanol = 80/20) para obtener el compuesto 4 (0,3879 g,
rendimiento: 37%).

ESI-MS m/z: 490 (M + H)*;

"H-RMN (DMSO-Ds) &: 1,46-1,52 (4H, m), 1,78 (3H, s), 1,90 (3H, s), 2,00 (3H, s), 2,08 (2H, t, J = 7,4 Hz), 2,11 (3H, s),
2,85 (2H, t, J =6,3 Hz), 3,27 (2H, dd, J = 12,3, 6,2 Hz), 3,67-3,69 (1H, m), 3,68-3,73 (1H, m), 3,86-3,90 (1H, m), 4,01-4,04
(3H, m), 4,49 (1H, d, J = 8,4 Hz), 4,97 (1H, dd, J = 11,3, 3,4 Hz), 5,22 (1H, d, J = 3,5 Hz), 7,86 (1H, d, J = 9,1 Hz), 7,95-
8,02 (1H, m).

Ejemplo de Referencia 2 Sintesis de unidad de ramificador

Sintesis de compuesto 7
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Etapa 4

((2R,3R)-1,3-dihidroxibutan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (compuesto 5, fabricado por Chem-Impex
International, Inc., 1,50 g, 4,58 mmol) se disolvié en piridina (20 mL). A la solucién se afiadié cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo
(fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 1,71 g, 5,04 mmol) bajo enfriamiento con hielo y luego, la mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La solucion de reaccion se enfrié con hielo y se afiadioé una solucion
acuosa de acido citrico al 10%, seguido de extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavé con solucion
salina saturada y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida
y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo = 90/10) para obtener
el compuesto 6 (1,07 g, rendimiento: 37%).

ESI-MS m/z: 630 (M + H)*

Etapa 5

El compuesto 6 (1,07 g, 1,699 mmol), sintetizado en la etapa 4, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (10 mL). A la solucién
se afadio piperidina (0,336 mL, 3,40 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agitdé durante 3 horas. Se afiadié
agua a la solucién de reaccion, seguido de extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa orgénica se lavo con soluciéon
salina saturada y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida
y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 90/10) para obtener el
compuesto 7 (0,59 g, rendimiento: 85%).

ESI-MS m/z: 408 (M + H)*

Ejemplo 1 Sintesis de unidad de enlace - 1

Sintesis de compuesto 16
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5-hidroxiisoftalato de dimetilo (compuesto 8, fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 5,0443 g, 24 mmol) se
disolvio en tetrahidrofurano (fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 25 mL). A la solucién se afiadieron 2-
(terc.-butoxicarbonilamino)-1-etanol (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 4,0343 g, 25,03 mmol) y
trifenilfosfina soportada en polimero (fabricada por Sigma-Aldrich Co. LLC, 6,61 g, 25,2 mmol), luego se afiadié una
solucién al 40% de azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) en tolueno (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
13,26 mL, 25,2 mmol) enfriando con hielo y la mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. La solucién de
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reaccion se filtré y el disolvente en el filtrado se separd por destilacion a presién reducida. A continuacion, el residuo se
purific6 mediante cromatografia en columna de gel de aminosilice (hexano/acetato de etilo = 95/5 a 80/20) para obtener
el compuesto 9 (5,3071 g, rendimiento: 63%).

ESI-MS m/z: 254 (M + H)*, detectado como una forma Boc-desprotegida

Etapa 7

El compuesto 9 (5,3071 g, 15,02 mmol) sintetizado en la etapa 6 se disolvié en metanol (25 mL). A la soluciéon se afiadio
2 mol/L de una solucién acuosa de hidréxido de sodio (fabricada por Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 13 mL) bajo
enfriamiento con hielo y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4 horas. La solucién de reaccion se enfrié
con hielo y se afiadié una solucién acuosa de acido citrico al 10%, seguido de extracciéon con acetato de etilo. Luego, la
capa organica se lavo con solucion salina saturada y se secé sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separd
por destilacion a presion reducida para obtener cuantitativamente el compuesto 10.

ESI-MS m/z: 324 (M - H)

Etapa 8

El compuesto 10 (1,9296 g, 5,93 mmol), sintetizado en la etapa 7, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (70 mL). A la
solucion se afadieron hidrocloruro de N-1-(9H-fluoren-9-iimetoxicarbonil)-etilendiamina (3,3493 g, 11,86 mmol),
diisopropiletilamina (5,18 mL, 29,7 mmol) y hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (4,5168
g, 11,88 mmol) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 4 horas. La solucién de reaccion se enfrié con hielo
y se afiadié una solucién acuosa de acido citrico al 10%, seguido de extraccion con cloroformo. Luego, la capa organica
se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y solucién salina saturada y se secé sobre sulfato de
magnesio anhidro. EIl disolvente se separd por destilacion a presion reducida y el residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol) para obtener el compuesto 11 (3,4407 g, rendimiento:
68%).

ESI-MS m/z: 898 (M + HCOO)

Etapa 9

El compuesto 11 (1,6087 g, 1,884 mmol) sintetizado en la etapa 8 se disolvié en diclorometano (20 mL). A la solucion se
afadio acido trifluoroacético (5 mL, 64,9 mmol) bajo enfriamiento con hielo y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 4 horas. El disolvente en la solucién de reaccién se separd por destilacion a presién reducida para obtener
cuantitativamente el compuesto 12 (2,4079 g).

ESI-MS m/z: 798 (M + HCOO)

Etapa 10

El compuesto 12 (386 mg, 0,512 mmol) sintetizado en la etapa 9 se disolvié en tetrahidrofurano (10 mL). A la solucion se
afiadié cloruro de benzoilo (175 mg, 1,024 mmol) bajo enfriamiento con hielo y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora. El disolvente en la solucién de reaccion se separé por destilacion a presion reducida y el residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol) para obtener el compuesto 13 (373 mg,
rendimiento: 82%).

ESI-MS m/z: 888 (M + H)*

Etapa 11

El compuesto 13 (108 mg, 0,122 mmol) sintetizado en la etapa 10 se disolvi6 en diclorometano (5 mL). A la solucion se
afadio dietilamina (0,5 mL, 4,8 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agit6 durante 1 hora. El disolvente se separ6
por destilacién a presién reducida para obtener cuantitativamente el compuesto 14 (54,9 mg).

ESI-MS m/z: 444 (M + H)*

Etapa 12

Se afiadieron compuesto 14 (180 mg, 0,406 mmol), sintetizado en la etapa 11, Na,Ne-bis(terc.-butoxicarbonil)-L-lisina
(fabricado por Novabiochem/Merck Millipore, 295 mg, 0,852 mmol), diisopropiletilamina (0,354 mL, 2,029 mmol) y
hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (324 mg, 0,852 mmol) y la mezcla se agité durante
la noche a temperatura ambiente. La solucién de reaccion se enfrié con hielo y se afiadié una solucién acuosa de acido
citrico al 10%, seguido de extraccién con cloroformo. Luego, la capa organica se lavé con solucion salina saturada y se
seco sobre sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presion reducida y el residuo se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol) para obtener cuantitativamente el compuesto
15 (450 mg).

ESI-MS m/z: 1101 (M + H)*

Etapa 13
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El compuesto 15 (2,1558 g, 1,9593 mmol) sintetizado en la etapa 12 se disolvi6 en diclorometano (20 mL). A la solucién
se afiadio6 acido trifluoroacético (5 mL) bajo enfriamiento con hielo y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 4
horas. El disolvente en la solucion de reaccion se separé por destilacion a presiéon reducida para obtener cuantitativamente
el compuesto 16.

ESI-MS m/z: 700 (M + H)*

Ejemplo 2 Sintesis de unidad de enlace - 2

Sintesis de compuesto 20

- Fem i
Fmac hr
J . HK P FH“ v D‘ Clin
Etapa 14 HH N, Etapa 15
L S0 - £ g \ e
; ] " _J
= Hp- hH: TR L
Freoc RH - -0 .
ot
12 17
Boc
- MH
[ \ .
" e & 7ol oe g, p ® an
! Hy A i
= Etapa 16 _ .
@8 F = - |
P o ]
- [+ -, HH-5 HM =
a !
il Boc ., * HH
H —y
Faid
18 Bod 18
mt;
M, .:"-»f i Q
4] u - O # Oiln
O a
Etapa 17 _Y )
; o y
HN 4 N
[ o
N
N 'NHu
20
Etapa 14

Compuesto 12 (0,5716 g, 0,7582 mmol) sintetizado en la etapa 9, éster monobencilico del acido dodecanoico (0,4859 mg,
1,5164 mmol) sintetizado mediante el método descrito en Bioconjugate Chemistry, vol. 22, pag. 690-699, 2011,
diisopropiletilamina (0,662 mL, 3,79 mmol) y hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il) -1,1,3,3-tetrametiluronio (0,5766
g, 1,516 mmol) se disolvieron en N,N-dimetilfformamida (12 mL). La solucién se agit6 a temperatura ambiente durante 1
hora. La solucién de reaccion se enfrio con hielo y a ello se afiadié una solucion acuosa saturada de acido citrico, seguido
de extracciéon con cloroformo. Luego, la capa organica se lavd con solucion salina saturada y se sec6 sobre sulfato de
magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida y el residuo se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol) para obtener el compuesto 17 (0,88 g, rendimiento: 84%).
ESI-MS m/z: 1057 (M + H)*

Etapa 15

El compuesto 17 (0,7545 g, 0,714 mmol), sintetizado en la etapa 14, se disolvié en diclorometano-tetrahidrofurano (20
mL). A la solucién se afiadi6 dietilamina (5 mL, 47,9 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante la noche.
El disolvente se separ6 por destilacion a presion reducida para obtener cuantitativamente el compuesto 18. ESI-MS m/z:
612 (M + H)*

Etapa 16

Se afadieron compuesto 18 (0,437 g, 0,7143 mmol), sintetizado en la etapa 15, Na,Ne-bis(terc.-butoxicarbonil)-L-lisina
(fabricada por Novabiochem/Merck Millipore, 0,5483 g, 1,583 mmol), diisopropiletilamina (0,624 mL, 3,57 mmol) y
hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (0,5703 g, 1,5 mmol) y la mezcla se agit6 durante 2
horas a temperatura ambiente. Se afiadié una solucién acuosa de acido citrico al 10% a la solucion de reaccién, seguido
de extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavé con solucién salina saturada y se seco sobre sulfato
de magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida para obtener cuantitativamente el
compuesto 19. ESI-MS m/z: 1269 (M + H)*

Etapa 17
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El compuesto 19 (0,906 g, 0,7143 mmol) sintetizado en la etapa 16 se disolvié en diclorometano (12 mL). A la solucién se
afadio acido trifluoroacético (3 mL, 38,9 mmol) bajo enfriamiento con hielo y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 4 horas.. El disolvente se separé por destilacion a presion reducida para obtener cuantitativamente el compuesto
20. ESI-MS m/z: 869 (M + H)*

Ejemplo 3 Sintesis de unidad de enlace - 3

Sintesis de compuesto 23
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El compuesto 15 (100 mg, 0,091 mmol) sintetizado en la etapa 12 se disolvié en metanol (3 mL). A la solucién se afiadié
acido acético (2 pL), seguido de reduccion catalitica con hidrégeno utilizando paladio/carbono. El disolvente en la fraccion
de solucion obtenida se separé por destilacion a presion reducida para obtener cuantitativamente el compuesto 21.
ESI-MS m/z: 967 (M + H)*

Etapa 19

El compuesto 21 (50 mg, 0,052 mmol), sintetizado en la etapa 18 y N- (6-maleimidocaproiloxi)succinimida (48 mg, 0,155
mmol) se disolvieron en tetrahidrofurano (2 mL). A la solucién se afiadié diisopropiletilamina (0,045 mL, 0,259 mmol) y la
mezcla se agitdé durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente se separé por destilacion a presion reducida y el
residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol) para obtener el compuesto
22 (18 mg, rendimiento: 30%).

ESI-MS m/z: 1160 (M + H)*

Etapa 20

El compuesto 22 (18 mg, 0,016 mmol) sintetizado en la etapa 19 se disolvid en diclorometano (2 mL). A la solucién se
afiadié acido trifluoroacético (0,2 mL, 2,6 mmol) bajo enfriamiento con hielo y la mezcla se agité durante la noche a
temperatura ambiente. El disolvente en la solucién de reaccién se separd por destilacion a presion reducida y el residuo
se cristalizé en dietil éter para obtener el compuesto 23 (7,5 mg, rendimiento: 64%) en forma de un soélido blanco.
ESI-MS m/z: 759 (M + H)*

Ejemplo 4 Sintesis de unidad de enlace - 4

Sintesis de compuesto 29
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Etapa 21

El compuesto 24 se obtuvo cuantitativamente de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando el compuesto
10 (0,9372 g, 2,8809 mmol) sintetizado en la etapa 7 e hidrocloruro de éster metilico de 3-alanina (fabricado por Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd., 0,8082 g, 5,7902 mmol).

ESI-MS m/z: 495 (M + H)*

Etapa 22

El compuesto 25 se obtuvo cuantitativamente de la misma manera que en la etapa 9 del Ejemplo 1 utilizando el compuesto
24 (0,9622 g, 1,952 mmol) sintetizado en la etapa 21.

ESI-MS m/z: 396 (M + H)*

Etapa 23

El compuesto 26 se obtuvo cuantitativamente de la misma manera que en la etapa 19 del Ejemplo 3 utilizando el
compuesto 25 (0,1146 g, 0,290 mmol) sintetizado en la etapa 22 y acido N-succinimidil 15-azido-4,7,10,13-
tetraoxapentadecanoico (N3-PEG4-NHS, fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 0,0750 g, 0,1931 mmol).
ESI-MS m/z: 669 (M + H)*

Etapa 24

El compuesto 27 se obtuvo cuantitativamente de la misma manera que en la etapa 7 del Ejemplo 1 utilizando el compuesto
26 (0,1291 g, 0,193 mmol) sintetizado en la etapa 23.

ESI-MS m/z: 641 (M + H)*

Etapa 25

El compuesto 28 (0,0521 g, rendimiento: 24%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando

el compuesto 27 (0,1252 g, 0,193 mmol) sintetizado en la etapa 24 y éster di-terc-butilico del acido L-glutamico (fabricado
por Watanabe Chemical Industries, Ltd., 0,1180 g, 0,399 mmol).
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ESI-MS m/z: 1124 (M + H)*
Etapa 26

5 El compuesto 29 (36 mg, rendimiento: 86%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 9 del Ejemplo 1 utilizando el
compuesto 28 (0,0521 g, 0,0464 mmol) sintetizado en la etapa 25. ESI-MS m/z: 899 (M + H)*

Ejemplo 5 Sintesis de unidad de anillo de ligando de azucar-benceno - 1

10 Sintesis de compuesto 31

aeb™
asni .0
w
ae!
e o o
MMl e, ot NH
q'-* -~ o MO 1o g " B MM
Tk 4 A0 i
e HH H
Iv 4} =] ¥ i " ¥
o e - I Etapa 27 o
4 HH %, LA 4 - Yy
gt HN- o 4
w7 ™ " o .
L0 L HH
Wiy Ac - '“
Ac by ot
y
16 AcD. ,ﬂ'_.ﬂ a0
A N
s
Aol
Ac-. [ g
e PR
NM Y
o o
AcD 7 v M
‘m ] W r ,
Ftapa 28 P e e o
- - - e N L
Yoo
HN-¢ B,y
.l.d;m' 9 ~ ©
P . P o
HH H W
e 8 o
Aol
.m:d\ ] o
ﬁ:ﬂ;"}‘u
k|

Etapa 27

15 El compuesto 30 (0,5272 g, rendimiento: 61%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 16 (0,2586 g, 0,3695 mmol) sintetizado en la etapa 13 y el compuesto 1 (0,8559 g, 1,7927 mmol), sintetizado
por el método descrito en Journal of American Chemical Society, Vol. 136, pags. 16958-16961, 2014.
ESI-MS m/z: 2418 (M + H)*

20 Etapa 28

El compuesto 31 (0,1524 g, rendimiento: 61%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 21 del Ejemplo 3 utilizando
el compuesto 30 (0,2653 g, 0,1097 mmol) sintetizado en la etapa 27.
ESI-MS m/z: 2284 (M + H)*
25
Ejemplo 6 Sintesis de ligando de azucar-enlace - 2
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Sintesis de compuesto 32
Etapa 29

El compuesto 32 (0,0077 g, rendimiento: 47%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 19 del Ejemplo 3 utilizando
el compuesto 31 (0,0152 g, 0,006657 mmol) sintetizado en la etapa 28.

ESI-MS m/z: 1239(M + 2H)?*

"H-RMN (DMSO-Dg) &: 1,11-1,66 (34H, m), 1,77 (12H, d, J = 1,5 Hz), 1,89 (12H, s), 2,01-2,14 (10H, m), 2,01 (12H, s),
2,10 (12H, s), 2,92-2,99 (4H, m), 3,16-3,54 (14H, m), 3,65-3,74 (4H, m), 3,81-3,91 (4H, m), 3,98-4,08 (14H, m), 4,11-4,24
(4H, m), 4,48 (4H, dd, J = 8,4, 1,8 Hz), 4,93-5,00 (4H, m), 5,21 (4H, d, J = 3,5 Hz), 6,99 (2H, s), 7,52 (2H, s), 7,66-7,75
(2H, m), 7,78-7,87 (6H, m), 7,91 (1H, s a), 8,01-8,08 (3H, m a), 8,54-8,60 (2H, m a).

Sintesis de compuesto 33

Etapa 30

El compuesto 33 (0,0062 g, rendimiento: 37%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 23 del Ejemplo 4 utilizando
el compuesto 31 (0,0150 g, 0,00657 mmol) sintetizado en la etapa 28. ESI-MS m/z: 1279(M + 2H)%*

"H-RMN (DMSO-Dg) &: 1,11-1,66 (30H, m), 1,77 (12H, s), 1,89 (12H, s), 2,01-2,14 (8H, m), 2,01 (12H, s), 2,10 (12H, s),
2,33-2,38 (2H, m), 2,92-2,99 (4H, m), 3,16-3,54 (14H, m), 3,58-3,63 (16H, m), 3,65-3,74 (4H, m), 3,81-3,91 (4H, m), 3,98-
4,08 (12H, m), 4,11-4,24 (4H, m), 4,48 (4H, dd, J = 8,4, 1,8 Hz), 4,93-5,00 (4H, m), 5,21 (4H, d, J = 3,5 Hz), 7,52 (2H, s),
7,66-7,75 (2H, m), 7,78-7,87 (6H, m), 7,91 (1H, s a), 8,01-8,08 (3H, m a), 8,54-8,60 (2H, m a).

Ejemplo 7 Sintesis de ligando de azucar-enlace - 3
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Sintesis de compuesto 34
Etapa 31
5
Se obtuvo un producto bruto del compuesto 34 de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando el
compuesto 27 (0,00436 g, 0,00681 mmol) sintetizado en la etapa 24 y el compuesto 4 (0,010 g, 0,020 mmol) sintetizado
en la etapa 3 del Ejemplo de Referencia 1.
ESI-MS m/z: 1584 (M + H)*
10

Sintesis de compuesto 35
Etapa 32

15 El compuesto 35 (0,0223 g, rendimiento: 72%) se obtuvo de la misma forma que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando el
compuesto 29 (0,0100 g, 0,01112 mmol) sintetizado en la etapa 26. ESI-MS m/z: 1393 (M + 2H)?*

Ejemplo 8 Sintesis unidad de ligando de azlcar-enlace

20 Sintesis de compuesto 40
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Etapa 33

El compuesto 36 (334,8 mg, rendimiento: 58%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 20 (0,1952 g, 0,225 mmol) sintetizado en la etapa 17 y el compuesto 1 (0,4162 g, 0,93 mmol), sintetizado
por el método descrito en Journal of American Chemical Society, Vol. 136, pags. 16958-16961, 2014.

ESI-MS m/z: 1294 (M + 2H)?*

Etapa 34

El compuesto 37 (112 mg, rendimiento: 80%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 18 del Ejemplo 3 utilizando
el compuesto 36 (0,1459 g, 0,056 mmol) sintetizado en la etapa 33.

ESI-MS m/z: 1249 (M + 2H)?*

"H-RMN (DMSO-Dg) &: 1,11-1,66 (44H, m), 1,77 (12H, d, J = 1,5 Hz), 1,89 (12H, s), 2,01-2,20 (12H, m), 2,01 (12H, s),
2,10 (12H, s), 2,92-2,99 (4H, m), 3,16-3,54 (10H, m), 3,58-3,64 (4H, m), 3,65-3,74 (4H, m), 3,81-3,91 (4H, m), 3,98-4,08
(12H, m), 4,11-4,24 (4H, m), 4,48 (4H, dd, J = 8,4, 1,8 Hz), 4,93-5,00 (4H, m), 5,21 (4H, d, J = 3,5 Hz), 6,99 (2H, s), 7,52
(2H, s), 7,66-7,75 (2H, m), 7,78-7,87 (6H, m), 7,91 (1H, s a), 8,01-8,08 (3H, m a), 8,54-8,60 (2H, m a).

Etapa 35

El compuesto 38 se obtuvo en forma de un producto bruto de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 37 (0,1091 g, 0,044 mmol) sintetizado en el etapa 34 y el compuesto 7 (0,0748 g, 0,184 mmol) producido
en el etapa 5 del Ejemplo de Referencia 2.

ESI-MS m/z: 1292 (M + 2H)?*, , detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 36
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El compuesto 38 (0,161 g, 0,05586 mmol) sintetizado en la etapa 35 se disolvié en diclorometano (5 mL). A la solucion se
afiadieron anhidrido succinico (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 0.1182 g, 1.181 mmol), N,N-
dimetilaminopiridina (0.0224 g, 0.183 mmol) y trietilamina (0.55 mL, 3.95 mmol), y la mezcla se agit6é durante la noche a
temperatura ambiente. La solucion de reaccion se enfridé con hielo y se afiadié agua a la misma, seguido de extraccion
con acetato de etilo dos veces. Luego, la capa organica se lavé con solucion salina saturada y se secé sobre sulfato de
magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacién a presion reducida para obtener un producto bruto del
compuesto 39.

ESI-MS m/z: 1342 (M + 2H)?*, , detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 37

Compuesto 39 (0,0816 g, 0,02734 mmol) sintetizado en la etapa 36, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (0.0221 g, 0.05827 mmol) y diisopropiletilamina (0.02 mL, 0,1094 mmol) se disolvieron en N,N-
dimetilformamida (4 mL). A la solucién se afiadio LCAA-CPG (fabricado por ChemGenes Corp., 0,4882 g) y la mezcla se
agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla se recogio6 por filtracion, se lavé con diclorometano, una
solucién al 10% de metanol en diclorometano y dietil éter en este orden y luego se dejé actuar sobre una solucion de
anhidrido acético en piridina para obtener el compuesto 40 (49,5 umol/g, rendimiento: 89%). El rendimiento se calculd a
partir de la velocidad de introduccién a un soporte en fase sélida que se puede calcular a partir de la absorcién derivada
de un grupo DMTr afiadiendo una solucién al 1% de é&cido trifluoroacético en diclorometano a la forma soportada por la
fase sdlida.

Ejemplo 9 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos - 1
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Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 41
Etapa 38

Se afadieron el compuesto 32 sintetizado en la etapa 29 y un oligonucledtido modificado terminalmente con un grupo
mercapto, sintetizado mediante el método descrito en Molecules, Vol. 17, pags. 13825-13843, 2012 y se dejaron reposar
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a temperatura ambiente durante 4 horas. Se afiadi6é carbonato de sodio a la mezcla de reaccion y la mezcla se dejé
reposar durante la noche a 4°C. Se obtuvieron tres tipos de conjugados de acidos nucleicos de cadena sencilla 41 que
difieren en oligonucleétidos mediante purificacion mediante cualquier método de cromatografia de intercambio aniénico
(GE Healthcare Japan Corp., Mono Q 5/50 GL, 10 ym, 5,0 mm x 50 mm, solucién A: Solucién tampon Tris 10
mmol/L/acetonitrilo al 30%, solucién B: gradiente con solucion tampon Tris 10 mmol/L/acetonitrilo al 30%/NaBr 1 mol/L) y
cromatografia liquida de fase inversa (Waters Corp., X Bridge C18, 5 um, 4,6 mm x 250 mm, solucién tampén de acetato
de trietilamonio 0,1 mol/L, solucién B: gradiente con acetonitrilo).

Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en
este Ejemplo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Compuesto Secuencia (5'a 3') ;%Srfco molecular Encontrado
ApoBASO G(L)M5(L)rarMMAgigiMtra™MAT(L)NS(L)MA(L) - -
41_3'-ApoBASO | G(L)A5(L)*aM M AgrgMraMAT(L)NS(L)MA(L) 41 |6514 6512
41_5'-ApoBASO |41 G(L)A5(L)*a MM AghgrMraMAT(L)MS(L)MA(L) 6514 6511
41_3'-AT3- G(FAG(M)MU{FU{M)A{FIA{M)C{FIA(MICIFYC(F) 8971 8971
ssRNA A[RUMIUIFIUIMIALFICEIMIULFTUIMICIFAIMIALF) 41

En la tabla, n representa ADN; N(M) representa ARN modificado con 2'-O-metilo; N(F) representa ARN modificado con
2'fluor; N(L) representa LNA; 5(L) representa LNAMC; * representa la modificacion de fosforotioato; ss representa una
cadena sentido; as representa una cadena antisentido; un nimero subrayado representa un grupo de modificacion
correspondiente al N° de compuesto en el Ejemplo. Lo mismo es valido para cada una de las tablas que se describen
mas adelante.

Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 42
Etapa 39

El conjugado de &cidos nucleicos de cadena sencilla 41_3'-AT3-ARNcs sintetizado en la etapa 38 se ajusté a la
concentracion (50 pmol/L) con una solucién tampdn mixta (100 mmol/L de acetato de potasio, 30 mmol/L de acido 2-[4-
(2-hidroxietil)piperazin-1-illetanosulfénico, HEPES)-KOH (pH 7,4), 2 mmol/L de acetato de magnesio). La cadena sentido
arriba mencionada y una cadena antisentido (50 pmol/L) se mezclaron en cantidades iguales y se dejaron reposar a 80°C
durante 10 minutos. La secuencia de la cadena antisentido es como se describe en la Tabla 2. La temperatura se
disminuy6 gradualmente y lo resultante se dejo reposar a 37°C durante 1 hora para obtener el conjugado 42 de acidos
nucleicos de doble cadena.

La secuencia del conjugado de acidos nucleicos sintetizado en este Ejemplo se muestran en la Tabla 2.
Tabla 2

Nombre de cadena

Compuesto . Secuencia (5'a 3')
sencilla
' G(F)G(M)*U{FIU{M)AFIAMIC(FIA(MIC(F)C(F)
41_3'-AT3-ssRNA AFILMIU(FIUVIAFICIM)LF)U (MICEE A(MIA(FS 41
42 _3-AT3
siRNA
A T3-asRNA UIMIMUGF P GEMIA{FA(MIGF)U{M)A(FIA{MIA(F]

UIMIGIMIGIMIL(FIGIMIU (R U(M)ACRAIMICLF) CIM)A AM)AGIM)

Ejemplo 10 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos - 2
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Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 43

Etapa 40

Se obtuvo el conjugado 43 de acidos nucleicos de cadena sencilla utilizando las mismas condiciones de reaccion y
procedimientos que en la etapa 38 del Ejemplo 9 utilizando el compuesto 35 sintetizado en la etapa 32 y un oligonucleétido
sintetizado por el método descrito en ACS Nano, Vol. 9, pags. 9652-9664, 2015.

La secuencia y los resultados de la espectrometria de masas del conjugado de &cidos nucleicos sintetizado en este
Ejemplo se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Compuesto Secuencia (5'a 3') Ee%?ic::o molecular Encontrado
43_5'-B2M- 43 A{FIGIM)G(F)A[MICIF)U(M)G(F)G(M)U{FIC(M) 9529 9528
ssRNA UFIU{FIUIMICERIUIM)ALF) UEMOCTF UMM CIR) A UMY

Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 44
Etapa 41
Se obtuvo el conjugado 44 de acidos nucleicos de doble cadena de la misma manera que en la etapa 39 del Ejemplo 9.

La secuencia del conjugado de 4cidos nucleicos sintetizado en este Ejemplo se muestran en la Tabla 4.
Tabla 4
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Compuesto Nombre de cadena sencilla | Secuencia (5'a 3')

. 43 ALF)G{MIGIFIAMICIRIUIMOGIFIGIMIIFICIM
43_5-B2M-ssRNA TR Lo R
44 3'-B2M-

siRNA

AFIAGIM)MA(FIG MM VI MIACFIGIMUAF JAIMIAC

B2M-as-RNA GIFIAIMICIEICIMIALFIGEMIU(FICIMICF UMM UFIAG (MY

Ejemplo 11 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos - 3
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5 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 45
Etapa 42
Se obtuvo conjugado de acidos nucleicos 45 de la misma manera que en la etapa 38 del Ejemplo 9 utilizando el compuesto
10 23 (648 nmol) sintetizado en la etapa 20 y el oligonucleétido modificado terminalmente en el grupo mercapto (216 nmol),

sintetizado por el método descrito en Molecules, Vol. 17, pags. 13825-13843, 2012.
Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 46
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Etapa 43

Al compuesto 45 (100 nmol), sintetizado en la etapa 42, se afadid una solucién de N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionato (6,3 mg, 20 ymol) en dimetilsulféxido y la mezcla se dejo6 reposar a temperatura ambiente durante 4
horas en una solucién de tampon fosfato. Se afiadi¢ ditiotreitol (15,4 mg, 100 pmol) a la solucién de reaccién y la mezcla
se dejo en reposo durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla se sometié a un tratamiento de filtracion en gel
(columna Nap, fabricada por GE Healthcare Japan Corp., disolvente de elucion: solucién tampdn de acido acético /
acetato de sodio 20 mmol/L (pH 5,0)) y ultrafiltracion para obtener el conjugado de acidos nucleicos 46.

Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 47

Etapa 44

Se obtuvo un conjugado de acidos nucleicos 47 de la misma manera que en la etapa 38 del Ejemplo 9 utilizando el
compuesto 46 sintetizado en la etapa 43 y el compuesto 2 sintetizado en la etapa 1 del Ejemplo de Referencia 1.
Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 48

Etapa 45

Se obtuvo el conjugado de acidos nucleicos 48 de cadena sencilla de la misma manera que en la etapa 43 y un aducto
de manosa maleimida sintetizado por el método descrito en Bioconjugate Chemistry, Vol. 9, pags. 232-238, 2003.

Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en
este Ejemplo se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Compuesto Secuencia (5'a 3') Peso molecular tedrico |Encontrado
45_5'-CD45-ASO |45 C(L)"C(LY*A(L)*A(L)*a*"grcrcrararg A(L)AG(L)AT(L)AT(L) 16479 6479
46_5'-CD45-ASO |46 C(L)"C(LY*A(L)"A(L)Y*a*"g crcrararg A(L)NG(L)AT(L)AT(L) 16832 6832
47_5'-CD45-ASO |47 C(L)"C(LY* A(L)"A(L)*a*" g crcrararg A(L)NG(L)AT(L)AT(L) 8695 8696
48_5'-CD45-ASO |48 C(L)"C(LY*A(L)*A(L)*a*" g crcrararg A(L)NG(L)AT(L)AT(L) 8587 8585
Ejemplo 12 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos - 4
Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 49
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Etapa 46

Se sintetizaron conjugados de oligonucledtidos que tienen un grupo GalNAc en el extremo 3’ de una cadena antisentido
(al que cada uno se alude como G-CH1179-s, G-CH0099-s y G-CH1180-s) en una escala de 0,2 ymol utilizando un
aparato de sintesis de acidos nucleicos (Ultra Fast Parallel Synthesizer, fabricado por Sigma-Aldrich Co. LLC; al que en
lo sucesivo se le alude como UFPS). El compuesto 40 sintetizado en el etapa 37 se utilizd como un soporte en fase sélida.
La fosforamidita de dimetoxitritilo dT (SAFC-PROLIGO/Sigma-Aldrich Co. LLC) se ajusté a 0,06 mol/L con acetonitrilo. La
reaccion de condensacion se realizé con cada tiempo establecido en 10 minutos utilizando 5-benciltio-1H-tetrazol (SAFC-
PROLIGO/Sigma-Aldrich Co. LLC) como un activador de fosforamidita y una solucion 0,06 mol/L de dT fosforamidita en
acetonitrilo. Después de la reaccion, lo resultante se sumergié en una solucion de amoniaco al 28% y se dejé a 55°C
durante 4 horas. Después de la concentracion a presion reducida, la reaccidn se termind mediante la adicion de 1-butanol.
El conjugado de &cidos nucleicos 49 de cadena sencilla se obtuvo mediante purificacion utilizando cromatografia liquida
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de fase inversa (Shiseido Co., Ltd.,, CAPSELL PAK C18, SG300, 6,0 mm x 75 mm, solucién tampén acetonitrilo al
5%/acetato de trietilamonio al 0,1%, solucion B: gradiente con 50% de acetonitrilo/agua).

La secuencia y los resultados de la espectrometria de masas del conjugado de &cidos nucleicos sintetizado en este
5 Ejemplo se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6
Encontrado

Secuencia (5'a 3') Peso molecular tedrico

Ttttttttt 49 5120 5120

Compuesto
49 3'-dT10

Ejemplo Comparativo 1 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos
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Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 52

Etapa 47

15 El compuesto 51 (0,014 g, rendimiento: 19%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 29 del Ejemplo 6 utilizando
el compuesto 50 (0,0796 g, 0,044 mmol) sintetizado por el método descrito en Journal of American Chemical Society, Vol.
136, pags. 16958-16961, 2014.
ESI-MS m/z: 994 (M + 2H)%

20 Etapa 48

Se obtuvieron tres tipos de conjugados de acidos nucleicos 52 de cadena sencilla que difieren en oligonucleétidos de la
misma manera que en la etapa 38 del Ejemplo 9 utilizando el compuesto 51 sintetizado en la etapa 47.

25 Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en
este Ejemplo se muestran en la Tabla 7.
Tabla 7

Peso molecular
Encontrado

Compuesto Secuencia (5'a 3') teorico
/Sxf)BgASO T G(LM5(L)NarArghgMhaMAT(L)NS(L)MA(L) 52 6148 6147
%JBEASO T 152 G(L)5(L) Mt ghgMttatth T(LINS(L)MA(L) | 6148 6148
52_3' -AT3- | G{FNG(M)AU(F)UM)A(FIAIMICIFIAMICIFICIF) 8564 8564
ARNcs ARUM)U{F U(MIALF)CIMIU(FIU(MIC(FIAIMIAF) 52
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Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 53
Etapa 49

Se obtuvo un conjugado de acidos nucleicos 53 de doble cadena de la misma manera que en la etapa 39 del Ejemplo 9
utilizando el compuesto 52_3'-AT3-ARNcs sintetizado en la etapa 48.

La secuencia del conjugado de acidos nucleicos sintetizado en este Ejemplo se muestran en la Tabla 8.
Tabla 8

Nombre de cadena

Compuesto sencilla Secuencia (5'a 3')
, G{RAGIM)AULFIU(MIA(F)AIMICIF)AIMICIFICIF)
52_3-AT3-ssRNA ALFIU(M)U(FIUIMIALFICIMIULF U IMICFIAIMIA(F) 52
53 3-AT3-
SiRNA
AT3-asRNA U(MIAUEF)G{M)A(FIA{M)G(F)U (M)A (FIA{M)ALF)

UIM)G{MIGIMIU(FIG(MIU[FTUIM)A (FIAIMICIFICIM) A A(MIA G

Ejemplo Comparativo 2 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos

Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 54
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El conjugado de acidos nucleicos 54 de cadena sencilla que tiene ApoBASO (véase la Tabla 1) se obtuvo mediante el
método descrito en Journal of American Chemical Society, Vol. 136, pags.16958-16961, 2014.

Ejemplo de Ensayo 1 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra la célula primaria del higado de ratén

Entre los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en el Ejemplo 9, Ejemplo Comparativo 1y Ejemplo Comparativo 2,
ApoBASO (sustancia de ensayo 1), conjugado de acidos nucleicos 54 (sustancia de ensayo 2), 52_3-ApoBASO
(sustancia de ensayo 3), 52_5"-ApoBASO (sustancia de ensayo 4), 41_3'-ApoBASO (sustancia de ensayo 5) y 41_5'-
ApoBASO (sustancia de ensayo 6) se transfirieron cada una a células primarias del higado de ratén derivadas de CD-1
(fabricadas por Life Technologies Corp., N° de Catalogo MSCP10 ) por el siguiente método.

Cada uno de los conjugados de acidos nucleicos diluido con Opti-MEM (Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., 31985) de
manera que la concentracion final fuera de 30, 10 o 3 nmol/L se dispensé a razén de 20 pL/pocillo a una placa de cultivo
de 96 pocillos. A continuacion, se inocularon células primarias del higado de ratén suspendidas en Medio E de William
(fabricado por Life Technologies Corp., N° de catalogo A12176-01) que contenia Complementos de Descongelacion y
Recubrimiento de Hepatocitos Primarios (fabricado por Life Technologies Corp., N° de Catalogo CM3000) a 12500
células/80uL/pocillo a la misma y se cultivaron a 37°C durante 6 horas bajo condiciones de 5% de CO,. A continuacion,
se eliminé cuidadosamente el sobrenadante del cultivo y se afiadio a ello medio E de William que contenia Complementos
de Descongelacion y Recubrimiento de Hepatocitos Primarios (fabricado por Life Technologies Corp., N° de Catalogo
CM4000). Las células no tratadas se inocularon como un grupo de control negativo.

Las células que albergan cada una de las preparaciones se cultivaron a 37°C durante 18 horas en una incubadora a 5%

de CO; y se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato enfriada con hielo. La recuperacion de ARN total y la
preparacion de ADNc a través de la reaccion de transcripcion inversa utilizando el ARN total obtenido como molde se
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realizaron utilizando el kit SuperPrep Cell Lysis & RT para gPCR (fabricado por Toyobo Co., Ltd., nimero de catalogo
SCQ-201) de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas al producto.

El ADNc obtenido se utiliz6 como molde en la reaccién de PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica
TagMan(R) (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) como una sonda y el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio
12K Flex (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto
para amplificar el gen de la apolipoproteina B (también denominada apolipoproteina-B100/apolipoproteina-B48; a la que
se alude en adelante como apob) y un gen expresado constitutivamente D-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (al
que se alude en adelante como gapdh). Se midieron sus respectivos niveles de amplificaciéon de ARNm, y se calculé el
valor semicuantitativo de ARNm de apob con el nivel de amplificacion de ARNm de gapdh como control interno. La tasa
de expresion de ARNm de apob se determiné a partir del valor semi-cuantitativo de ARNm de apob cuando el valor semi-
cuantitativo de ARNm de apob en el control negativo medido de la misma manera que antes se definié6 como 1. Los
resultados obtenidos sobre la tasa de expresiéon de ARNm de apob se muestran en las Tablas 9 y 10 como una tasa de
inhibicion frente a la tasa de expresién de ARNm de apob del control negativo. Cada una de las tablas muestra los
resultados de cada ensayo individual

Tabla 9
Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo 1 | Sustancia de ensayo 2
Dosis [nmol/L] 30 10 3 30 10 3
Nivel de ARNm de apob [% tasa de inhibicién] (20,89 |1,46 7,22 (98,65 85,96 (47,78
Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo 3 |Sustancia de ensayo 4
Dosis [nmol/L] 30 10 3 30 10 3
Nivel de ARNm de apob [% tasa de inhibicion] (98,46 |71,13 37,32 [99,99 |97,23 |73,02
Tabla 10
Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo 1 | Sustancia de ensayo 2
Dosis [nmol/L] 30 10 3 30 10 3
miﬁii'ic%i] ARNm de apob [% tasa de 34 58 1517 (467 |9685 (89,07 6524
Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo 5 gustancia de ensayo
Dosis [nmol/L] 30 10 3 30 10
Nivel de ARNm de apob [% tasa de

L 98,55 (94,13 (74,47 (99,16 98,22
inhibicion]

Como es evidente a partir de las Tablas 9 y 10, el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencién inhibié la
expresion de ARNm del gen apob después de la transferencia a células del higado primarias de ratén.

Ejemplo de Ensayo 2 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra raton

Entre los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en el Ejemplo 9, Ejemplo Comparativo 1 y Ejemplo Comparativo 2,
ApoBASO (sustancia de ensayo 1), conjugado de acidos nucleicos 54 (sustancia de ensayo 2), 52_3-ApoBASO
(sustancia de ensayo 3), 52_5-ApoBASO (sustancia de ensayo 4), 41_3'-ApoBASO (sustancia de ensayo 5) y 41_5'"-
ApoBASO (sustancia de ensayo 6) se sometieron cada una a un ensayo de evaluacion in vivo por el siguiente método.
Cada uno de los conjugados de acidos nucleicos utilizados se diluyé con solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco (DPBS) (fabricada por Nacalai Tesque, Inc.) de acuerdo con el ensayo. Después de la aclimatacion de los
ratones (BALB/cA, obtenidos de CLEA Japan Inc.), se administré cada uno de los conjugados de acidos nucleicos a 0,75
mg/kg o 0,25 mg/kg a los ratones mediante inyeccion subcutanea. Para un grupo de control, se administré6 DPBS solo a
los ratones mediante inyeccién subcutanea. Tres dias después de la administracién, se recogié suero de las venas
temporales superficiales. Luego, los animales fueron sacrificados y los higados fueron recolectados y crioconservados
en nitrégeno liquido. A partir de las muestras de higado crioconservadas, se recuperé el ARN total utilizando Reactivos
de Aislamiento de ARN TRIzol(R) (fabricados por Life Technologies Corp., N° de Catalogo 15596026) y RNeasy Mini Kit
(fabricado por Qiagen N.V., N° de Catalogo 74106) de acuerdo con los métodos descritos en las instrucciones adjuntas a
los productos. ADNc se preparé adicionalmente mediante una reaccion de transcripcion inversa con el ARN total obtenido
como molde utilizando el kit de sintesis de ADNc Transcriptor First Strand (fabricado por F. Hoffmann-La Roche, Ltd., N°
de Catalogo 04897030001) de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas al producto.

El ADNc obtenido se utilizd como molde en la reaccion de PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica
TagMan(R) (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) como una sonday el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio
12K Flex (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto
para amplificar el gen apob y el gen gapdh. Se midieron sus respectivos niveles de amplificacion de ARNm, y se calculd
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el valor semicuantitativo de ARNm de apob con el nivel de amplificacion de ARNm de gapdh como control interno. La tasa
de expresion de ARNm de apob se determiné a partir del valor semi-cuantitativo de ARNm de apob cuando el valor semi-
cuantitativo de ARNm de apob en el grupo de control medido de la misma manera que antes se definié como 1. También,
una concentracion de colesterol total en el suero se midié utilizando LabAssay Cholesterol (fabricado por Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., N° de Catalogo 294-65801) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones
adjunto. La tasa de inhibicion obtenida de la expresion de ARNm de apob y la concentracion de colesterol total en el
suero se muestran en las Tablas 11y 12.

Tabla 11
Sustancia de ensavo Sustancia de |Sustancia de |Sustancia de |Sustancia de Control
Y ensayo 1 ensayo 2 ensayo 3 ensayo 4
Dosis [mg/kg] 0,75 0,75 0,75 0,75 -
Nivel de ARNm de apob en
higado [% tasa de 56,46 94,07 90,21 97,74 -
inhibicion]
Concentracion total de
colesterol en suero (83,36 45,37 48,98 41,70 116,06
[mg/dL]
Tabla 12
Sustancia de ensayo Sustancia de | Sustancia de Control
ensayo 1 ensayo 2
Dosis [mg/kg] 0,75 0,25 0,75 0,25 -

. H 0,
vagl Qg ARNm de apob en higado [% tasa 7528 2423 9578 74.39 )
de inhibicion]

Concentracion total de colesterol en suero 95,68 100,35 46 45 102,85 98,53

[mg/dL]

. Sustancia de | Sustancia de
Sustancia de ensayo ensayo 5 ensayo 6
Dosis [mg/kg] 0,75 0,25 0,75 0,25

. . o
vagl Qg ARNm de apob en higado [% tasa 98,12 82.10 99,27 96,05
de inhibicion]

Concentracion total de colesterol en suero

[mg/dL] 34,61 61,55 25,24 39,65

Como es evidente a partir de las Tablas 11 y 12, el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion (sustancias
de ensayo 5 y 6) redujo la expresion del gen apob y disminuyd la concentracion de colesterol total en sangre in vivo.

Ejemplo de Ensayo 3 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra la célula primaria del higado de ratén

Entre los conjugados de acidos nucleicos obtenidos en el Ejemplo 9 y el Ejemplo Comparativo 1, 53_3-AT3-ARNip
(sustancia de ensayo 7) y 42_3'-AT3-ARNip (sustancia de ensayo 8) se transfirieron cada uno a células de higado
primarias de ratén derivadas de CD-1 (fabricadas por Life Technologies Corp., N° Catalogo MSCP10) mediante el
siguiente método.

Cada uno de los conjugados de acidos nucleicos diluido con Opti-MEM (Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., 31985) de
manera que la concentracion final fuera de 300, 100 o 30 nmol/L se dispensé a razén de 20 uL/pocillo a una placa de
cultivo de 96 pocillos. A continuacion, se inocularon células primarias del higado de ratén suspendidas en Medio E de
William (fabricado por Life Technologies Corp., N° de catadlogo A12176-01) que contenia Complementos de
Descongelacion y Recubrimiento de Hepatocitos Primarios (fabricado por Life Technologies Corp., N° de Catalogo
CM3000) a 12500 células/80uL/pocillo a la misma y se cultivaron a 37°C durante 6 horas bajo condiciones de 5% de CO..
A continuacion, se eliminé cuidadosamente el sobrenadante del cultivo y se afiadio a ello medio E de William que contenia
Complementos de Descongelacién y Recubrimiento de Hepatocitos Primarios (fabricado por Life Technologies Corp., N°
de Catalogo CM4000). Las células no tratadas se inocularon como un grupo de control negativo.

Las células que albergan cada una de las preparaciones se cultivaron a 37°C durante 18 horas en una incubadora a 5%
de CO; y se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato enfriada con hielo. La recuperacion de ARN total y la
preparacion de ADNc a través de la reaccion de transcripcion inversa utilizando el ARN total obtenido como molde se
realizaron utilizando el kit SuperPrep Cell Lysis & RT para gPCR (fabricado por Toyobo Co., Ltd., nimero de catalogo
SCQ-201) de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas al producto.
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El ADNc obtenido se utilizd como molde en la reaccion PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica
TagMan(R) (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) como una sonda y el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio
12K Flex (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto
para amplificar el inhibidor de la peptidasa de serpina, clado C (antitrombina), gen del miembro 1 (también denominado
antitrombina 1lI; en lo sucesivo, AT3) y un gen expresado constitutivamente D-gliceraldehido-3-fosfato gen de la
deshidrogenasa (en lo sucesivo, gapdh). Se midieron sus respectivos niveles de amplificaciéon de ARNm, y se calculé el
valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 con el nivel de amplificacion de ARNm de gapdh como control interno. La tasa
de expresion de ARNm de AT3 se determiné a partir del valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 cuando el valor semi-
cuantitativo de ARNm de AT3 en el control negativo medido de la misma manera que antes se definié como 1. Los
resultados obtenidos sobre la tasa de expresion de ARNm de AT3 se muestran en la Tabla 13 como una tasa de inhibicién
frente a la tasa de expresion de ARNm de AT3 del control negativo.

Tabla 13

Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo 7 |Sustancia de ensayo 8
Dosis [nmol/L] 300 100 30 300 100 30
Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion] [11,906 |3,0612 |-6,657 | 94,428 92,451 88,378

Como es evidente a partir de la Tabla 13, el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion (sustancia de ensayo
8) inhibio la expresion de ARNm del gen AT3 después de la transferencia a células del higado primarias de raton.

Ejemplo de Ensayo 4 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra raton

Entre los conjugados de acidos nucleicos obtenidos en el Ejemplo 9 y el Ejemplo Comparativo 1, 53_3-AT3-ARNip
(sustancia de ensayo 7) y 42_3'-AT3-ARNip (sustancia de ensayo 8) se sometieron cada uno a un test de evaluacion in
vivo mediante el siguiente método. Cada uno de los conjugados de acidos nucleicos utilizados se diluyé con solucién
salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) (fabricada por Nacalai Tesque, Inc.) de acuerdo con el ensayo.
Después de la aclimatacion de los ratones (BALB/cA, obtenidos de CLEA Japan Inc.), se administré cada uno de los
conjugados de acidos nucleicos a 1,5 mg/kg o 0,5 mg/kg a los ratones mediante inyeccién subcutanea. Para un grupo de
control, se administré PBS solo a los ratones mediante inyecciéon subcutanea. Tres dias después de la administracion, se
extrajo sangre de la vena poscava bajo anestesia con isoflurano. La sangre recogida se mezclé con una solucion
anticoagulante que contenia citrato de sodio 3,2 M y D-glucosa 5 mmol/L en una relaciéon de volumen de 9:1, y se recuperd
un sobrenadante después de la centrifugacion para obtener plasma. Después de la recogida de sangre, los animales
fueron sacrificados y los higados fueron recolectados y crioconservados en nitrégeno liquido. A partir de las muestras de
higado crioconservadas, se recupero el ARN total utilizando Reactivos de Aislamiento de ARN TRIzol(R) (fabricados por
Life Technologies Corp., N° de Catalogo 15596026) y RNeasy Mini Kit (fabricado por Qiagen N.V., N° de Catalogo 74106)
de acuerdo con los métodos descritos en las instrucciones adjuntas a los productos. ADNc se prepard adicionalmente
mediante una reaccioén de transcripcion inversa con el ARN total obtenido como molde utilizando el kit de sintesis de ADNc
Transcriptor First Strand (fabricado por F. Hoffmann-La Roche, Ltd., N° de Catalogo 04897030001) de acuerdo con el
método descrito en las instrucciones adjuntas al producto.

El ADNc obtenido se utilizd como molde en la reaccion de PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica
TagMan(R) (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) como una sonda y el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio
12K Flex (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto
para amplificar el gen AT3 y el gen gapdh. Se midieron sus respectivos niveles de amplificacion de ARNm, y se calculd
el valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 con el nivel de amplificacion de ARNm de AT3 como control interno. La tasa
de expresion de ARNm de AT3 se determind a partir del valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 cuando el valor semi-
cuantitativo de ARNm de AT3 en el grupo control medido de la misma manera que antes se definié como 1. Ademas, una
concentracion de proteina AT3 en el plasma se midi6 utilizando el kit ELISA de Ratdon Antitrombina Ill (fabricado por
Abcam Inc., N° de Catalogo ab108800) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto. La tasa
de inhibicion obtenida de la expresion de ARNm de AT3 y la concentracion de proteina AT3 en el plasma se muestran en
la Tabla 14.

Tabla 14
Sustancia de ensayo Control Sustancia de | Sustancia de
ensayo 7 ensayo 8
Dosis [mg/kg] - 1,5 0,5 1,5 0,5

Nivel de ARNm de AT3 en higado [% tasa | _

de inhibicion] -13,90 12,63 47,76 31,37

Concentracion de proteina AT3 en plasma

287,32 (263,03 (287,42 |147,54 23568
[ug/mL]
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Como es evidente a partir de la Tabla 14, el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion (sustancia de ensayo
8) redujo la expresién del gen AT3 y disminuyd la concentracion de proteina AT3 en sangre in vivo.

Ejemplo de Referencia 3 Sintesis de unidad de ligando de azucar Sintesis de compuesto 56

CAc OAc
0. .OAc Etapa 51 0. O “NHCbz
AcO ""HNHAc AcO ""NHAc
OAc OAc
55 56
Etapa 51

El compuesto 56 (1,050 g, rendimiento: 50%) se sintetiz6 a partir del compuesto 55 (1,200 g, 3,640 mmol) mediante el
método descrito en Journal of Medicinal Chemistry, vol. 59, pags. 2718-2733, 2016.
ESI-MS m/z: 582 (M + H)*

Sintesis de compuesto 57

OAc OAc
OAc Etapa 52 o, OMNHCDE
_:——*-.
Ach ""NHAC AcO ""NHAC
Ac QAc
55 57

Etapa 52

El compuesto 55 (4,000 g, 10,27 mmol) se disolvié en diclorometano (60 mL). A la solucion se afiadieron carbamato de
bencil-2-(2-hidroxietoxi)etilo (2,700 g, 11,30 mmol) y acido trifluorometanosulfénico (0,1360 mL, 1,541 mmol) y la mezcla
se agité durante la noche bajo condiciones de reflujo. A la solucién de reaccién se afiadié una solucién acuosa de
carbonato de potasio al 10% en peso y la mezcla se separé en capas acuosa y organica con diclorometano. Luego, la
capa organica se lavé con agua y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presion
reducida y el residuo se reemplazé por disolvente con 2-metiltetrahidrofurano y se concentré. El residuo se afiadié gota
a gota a heptano y los cristales obtenidos se filtraron para obtener el compuesto 57 (5,130 g, rendimiento: 88%).
ESI-MS m/z: 570 (M + H)*

Sintesis de compuesto 58

Oac OAc

H
0._.0. OH  Ftapa 53 0. .0, N NHCbz
V"\.-/"'Tr B M o
Ac ""NHae © Accjilluﬂn: ©
OAc OAc
1 58
Etapa 53

El compuesto 1 (898,0 mg, 2,007 mmol) descrito en la etapa 1 se disolvié en diclorometano (15 mL). A la solucién se
afiadieron 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (338,0 mg, 2,208 mmol), hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (343 mg, 2,208 mmol) e hidrocloruro de N-1-Z-1,3-diaminopropano (0,4910 mL, 2,208 mmol) y la mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. Se afiadié agua a la solucién de reaccién y la mezcla se separd en
capas acuosa y organica con diclorometano. Luego, la capa organica se lavd con una solucion acuosa saturada de
bicarbonato de sodio y se secé sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida
y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 90/10) para obtener el
compuesto 58 (873,0 mg, rendimiento : 68%).

ESI-MS m/z: 639 (M + H)*

Sintesis de compuesto 60
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OAc
U\/\/\I.ro"‘ Etapa 54
e
AcO “‘NHAe o
QAc
1
Etapa 55
———— ———
G0

Etapa 54

El compuesto 1 (3,00 g, 6,70 mmol) descrito en la etapa 1 se disolvio en diclorometano (60 mL). A la solucion se afiadieron
di-p-toluenosulfonato de éster bencilico de L-lisina (1,75 g, 3,02 mmol), trietilamina (0,935 mL, 6,70 mmol), hidrocloruro
de 1- (3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (1,29 g, 6,70 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (103 mg, 0,670
mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 2,5 horas. La solucién de reaccion se lavé con agua y una
solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y se secé sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separd por
destilacién a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(cloroformo/metanol = 90/10) para obtener cuantitativamente el compuesto 59.

ESI-MS m/z: 1096 (M + H)*

Etapa 55

El compuesto 59 (2,30 g, 2,10 mmol) sintetizado en la etapa 54 se disolvié en tetrahidrofurano (46 mL). A la solucion se
afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 424 mg) a temperatura ambiente y la
mezcla se agité durante la noche en una atmdsfera de hidrégeno. La solucién de reaccion se filtré y el disolvente se
separo por destilacién a presion reducida para obtener cuantitativamente el compuesto 60.

ESI-MS m/z: 1006 (M + H)*

Sintesis de compuesto 62

Ohe

A &
MHOpy CiApa 59 Dhe
A ~“NHAC Qac
E ] A:m:
Qae
81 B2
Etapa 56

Acido iminodiacético (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 1,5 g, 6,43 mmol) se disolvié en cloruro de metileno
(30 mL). A la solucién se afiadieron acido pentafluorotrifluoroacético (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,
2,75 mL, 16,08 mmol) y trietilamina (4,48 mL, 32,2 mmol) y la mezcla se agit6 durante 4 horas. A la solucion de reaccion
se afiadio una solucion acuosa de acido citrico al 10%, seguido de extraccion con cloroformo. Luego, la capa organica
se lavé con solucion salina saturada y se seco sobre sulfato de magnesio anhidro. Al residuo se afiadié una solucion del
compuesto 56 (2 g, 3,45 mmol) sintetizado en la etapa 51, disuelto en una solucién mixta de acetato de etilo (10 mL) y
acetonitrilo (10 mL), seguido de reduccion catalitica con hidrégeno utilizando paladio/carbono. El disolvente en la solucion
obtenida se separd por destilaciéon a presién reducida para obtener un producto bruto del compuesto 61.

ESI-MS m/z: 1091 (M + H)*

Etapa 57

El compuesto 62 se obtuvo cuantitativamente de la misma manera que en la etapa 3 del Ejemplo de Referencia 1 utilizando
el compuesto 61 (1,5 g, 1,37 mmol) sintetizado en la etapa 56.
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ESI-MS m/z: 990 (M + H)*

Sintesis de compuesto 64

‘DJ.I: [ELE.]

WG

LY? R e e W i | Etapa ':ﬂ - 3 ask Dl
LT g
[+l
: “}@% :’51? :
Qe g4
Etapa 58
Se obtuvo un producto bruto del compuesto 63 de la misma manera que en la etapa 56 del Ejemplo de Referencia 3
utilizando acido N-(t-butoxicarbonil)-L-glutamico (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.) y compuesto 56 (1,855
g, 3,19 mmol) sintetizado en la etapa 51.
ESI-MS m/z: 1105 (M + H)*
Etapa 59

El compuesto 64 se obtuvo cuantitativamente de la misma manera que en la etapa 3 del Ejemplo de Referencia 1 utilizando
el compuesto 63 (1,421 g, 1,2866 mmol) sintetizado en la etapa 58. EST-MS m/z: 1004 (M + H)*

Ejemplo de Referencia 4 Sintesis de unidad de ramificador

Sintesis de compuesto 66

: Etapa 50 . N
oMTro o N TR pumo N o N
Ho~ Hcr’
65 86
Etapa 60

El compuesto 65 (90 mg, 0,173 mmol), sintetizado mediante el método descrito en Journal of Organic Chemistry, Vol. 74,
pags. 6837-6842, 2009 se disolvio en tetrahidrofurano (1 mL). A la solucion se afiadié trifenilfosfina soportada en polimero
(fabricada por Sigma-Aldrich Co. LLC, 63 mg, 0,189 mmol) y la mezcla se agité durante 3 horas bajo calentamiento a
reflujo. La solucién de reaccion se filtré y el disolvente se separé por destilacion a presiéon reducida para obtener
compuesto 66 (70 mg, rendimiento: 82%).

ESI-MS m/z: 516 (M+Na)*

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) : 8 0,89 (3H, s), 1,42-1,48 (2H, m), 1,52-1,61 (2H, m), 1,85 (1H, s a), 2,68 (2H, t, J = 7,2 Hz),
3,06-3,07 (2H, m), 3,39-3,44 (3H, m), 3,51-3,55 (3H, m), 3,78 (6H, s), 6,80-6,85 (4H, m), 7,17-7,23 (1H, m), 7,27-7,33 (6H,
m), 7,41-7,43 (2H, m).

Sintesis de compuesto 69

o o o
| U Etapa 61 Etapa 62 ¥
wo~on 2E2gl umm"‘j[v’n‘ﬂﬂ — =  OMTIO jJL n-NH
HO HO
&7 €8 69
Etapa 61

Se obtuvo un producto bruto del compuesto 68 (1,5 g) de la misma manera que en la etapa 4 del Ejemplo de Referencia
2 utilizando el compuesto 67 (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 0,500 g, 3,73 mmol).

ESI-MS m/z: 435 (M - H)

Etapa 62

El compuesto 69 (0,18 g, rendimiento en 2 etapas: 10%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1
utilizando un producto bruto del compuesto 68 (1,5 g) sintetizado en la etapa 61 y 1,4-diaminobutano (fabricado por Tokyo
Chemical Industry Co., Ltd., 3,29 g, 37,3 mmol).

ESI-MS m/z: 551 (M+HCOO)
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H-RMN (400 MHz, MeOD) : 5 1,09 (3H, s), 1,45-1,52 (4H, m), 2,80 (2H, t, J = 7,2 Hz), 2,91 (2H, s), 3,05 (1H, d, J = 8,8
Hz), 3,12-3,16 (4H, m), 3,24 (1H, s), 3,43 (1H, d, J = 10,8 Hz), 3,62-3,66 (7H, m), 6,71-6,76 (4H, m), 7,05-7,11 (1H, m),
7,12-7,20 (6H, m), 7,28-7,32 (2H, m).

Sintesis de compuesto 71

NN
i -
. Etapa 63 oMTr0 ™0~ oNg
DMTrD ™ " "M ] ]
il — _— \ IJ-'H W
HO i -.,G.Fxn.vﬂo,---\_,ﬁva.w:
o
o ™

Etapa 63

El compuesto 65 (110 mg, 0,212 mmol), sintetizado mediante el método descrito en Journal of Organic Chemistry, Vol.
74, pags. 6837-6842, 2009 se disolvid en tetrahidrofurano (2 mL). A la solucién se afiadié N-(1R,8S,9s)-biciclo[6.1.0]non-
4-in-9-ilmetiloxicarbonil-1,8-diamino-3,6-dioxaoctano (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 72 mg, 0,222 mmol)
y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadié agua a la solucién de reaccién, seguido de
extraccion con cloroformo. Luego, la capa organica se lavd con solucién salina saturada y se seco sobre sulfato de
magnesio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida y el residuo se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 90/10) para obtener el compuesto 71 (160 mg,
rendimiento: 90%). ESI-MS m/z: 845 (M+H)*

"H-RMN (400 MHz, CDCl;) : & 0,88 (3H, s), 0,91-1,09 (3H, m), 1,20-1,25 (1H, m), 1,52-1,59 (4H, m), 1,80-1,85 (2H, m),
2,19-2,25 (4H, m), 2,59-2,68 (1H, m), 2,84-2,90 (4H, m), 3,02-3,11 (3H, m), 3,35-3,44 (5H, m), 3,49-3,53 (5H, m), 3,54-
3,58 (2H, m), 3,62 (5H, s), 3,78 (6H, s), 4,13 (2H, d, J = 6,4 Hz), 4,21 (2H, t, = 7,2 Hz), 6,79-6,84 (4H, m), 7,18-7,21 (1H,
m), 7,24-7,27 (2H, m), 7,28-7,32 (4H, m), 7,39-7,44 (2H, m).

Sintesis de compuesto 75

MO FEtapags HO Ty NHFmoc o gc DMTO Ty HHFmoc
i e LN R =M

O OTBS O OTBS
72 73 74

Lol

]'NH

Etapa 86 pMTrO ™, NHz
-

| = -

o OTBS

75
Etapa 64

El compuesto 73 (410 mg, rendimiento: 70%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 72 (fabricado por AstaTech Inc., 100 mg, 1,148 mmol) y Fmoc-Ser(tBuMe2Si)-OH (fabricado por Watanabe
Chemical Industries, Ltd., 532 mg, 1,205 mmol).

ESI-MS m/z: 511 (M+H)*

"H-RMN (400 MHz, CDCls) : & 0,06 (6H, s), 0,90 (9H, s), 2,76-2,85 (1H, m), 3,65-3,86 (5H, m), 4,02-4,23 (3H, m), 4,32-
4,40 (4H, m), 5,55 (1H, d, J = 8,0 Hz), 7,31 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,40 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,59 (2H, d, J = 7,6 Hz), 7,76 (2H,
d,J=7,6 Hz).

Etapa 65

Un producto bruto del compuesto 74 (680 mg) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 4 del Ejemplo de Referencia
2 utilizando el compuesto 73 (410 mg, 0,803 mmol) sintetizado en la etapa 64.
ESI-MS m/z: 814 (M + H)*

Etapa 66

El compuesto 75 (330 mg, rendimiento en 2 etapas: 70%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 5 del Ejemplo
de Referencia 2 utilizando un producto bruto del compuesto 74 (680 mg) sintetizado en la etapa 65.

ESI-MS m/z: 519 (M+H)*

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) : & 0,02-0,09 (6H, m), 0,89 (9H, d, J = 28,8 Hz), 2,84-2,94 (1H, m), 3,24-3,30 (2H, m), 3,46
(1H, t, J = 7,2 Hz), 3,52-3,68 (2H, m), 3,75-3,80 (1H, m), 3,82 (6H, d, J = 2,4 Hz), 3,89-3,96 (1H, m), 4,05-4,17 (1H, m),
4,27-4,37 (1H, m), 6,82-6,89 (4H, m), 7,22-7,27 (1H, m), 7,29-7,34 (6H, m), 7,41-7,45 (2H, m)
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Sintesis de compuesto 78

0 ] O
Etapa 67 Etapa 62 .
l@u/l“lm —_— MEMNHEOC — /("%.—’“ HMNH?
7 P P
T6 7 Ta

Etapa 67

N-(terc.-butoxicarbonil)-1,3-diaminopropano (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 1,788 g, 10,26 mmol) se
disolvio en diclorometano (22,8 mL). A la solucién se afiadio trietilamina (1,907 mL, 13,68 mmol) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Una solucién del compuesto 76 (1,126 g, 6,84 mmol) sintetizada por el método
descrito en Organic Letter, Vol. 16, pags. 6318-6321, 2014 en diclorometano (5 mL) se afiadié gota a gota a la solucion
de reaccion y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afadié agua a la solucion de reaccion,
seguido de extraccion con cloroformo. Luego, la capa organica se lavé con solucién salina saturada y se sec6 sobre
sulfato de magnesio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presion reducida y el residuo se purificdé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 35/65) para obtener el compuesto 77 (1,65 g,
rendimiento: 80%).

ESI-MS m/z: 303 (M + H)*

Etapa 68

El compuesto 78 (1,10 g, rendimiento: 100%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 3 del Ejemplo de Referencia
1 utilizando el compuesto 77 (1,65 g, 5,46 mmol) sintetizado en la etapa 67.

ESI-MS m/z: 203 (M+H)*

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) : 8 1,74 (2H, dt, J = 12,0, 6,0 Hz), 2,95 (2H, t, J = 6,0 Hz), 3,18 (1H, s), 3,60 (2H, td, J = 6,0,
5,2 Hz), 7,54 (2H, dt, J = 8,4, 1,8 Hz), 7,76 (2H, dt, J = 8,4, 1,8 Hz), 7,97 (1H, s a).

Sintesis de compuesto 82

Fmoc ,,~_OH F15P2%9  Emoc ~_ODMTr Ftara 70 ~_ODMTr
N N HoN
H H
79 80 81
0
(EtapaT1 Fm“““"mvz“HHAyODMTr
. H
TBSO™
82
Etapa 69

Se obtuvo un producto bruto del compuesto 79 de la misma manera que en la etapa 4 del Ejemplo de Referencia 2
utilizando el compuesto 79 (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 1,2 g, 4,24 mmol).
ESI-MS m/z: 608 (M + Na)*

Etapa 70

El compuesto 81 (1,34 g, rendimiento en 2 etapas: 52%) se obtuvo mediante el método descrito en la etapa 5 del Ejemplo
de Referencia 2 o en la etapa 11 del Ejemplo 1 utilizando un producto bruto del compuesto 80 sintetizado en la etapa 69.
ESI-MS m/z: 386(M+Na)*

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) : 8 3,34 (2H, t, J = 6,4 Hz), 3,47 (2H, t, J = 6,4 Hz), 3,79 (6H, s), 6,78-6,84 (4H, m), 7,17-7,21
(1H, m), 7,27-7,35 (6H, m), 7,42-7,46 (2H, m).

Etapa 71

El compuesto 82 (560 mg, rendimiento: 31%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 81 (1,15 g, 3,16 mmol) sintetizado en el etapa 70 y Fmoc-Ser(tBuMe2Si)-OH (fabricado por Watanabe
Chemical Industries, Ltd., 1,677 g, 3,8 mmol).

1H-RMN (400 MHz, CDCI3) &: 0,00-0,07 (6H, m), 0,83-0,89 (9H, m), 3,18-3,26 (2H, m), 3,39-3,46 (2H, m), 3,61-3,68 (1H,
m), 3,76 (6H, s), 3,89 (1H, dd, J = 10,0, 4,0 Hz), 4,03 (1H, dd, J = 10,0, 4,0 Hz), 4,15-4,20 (1H, m), 4,22-4,28 (1H, m),
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4,32-4,40 (2H, m), 5,65-5,88 (1H, m), 6,76-6,85 (4H, m), 7,16-7,23 (1H, m), 7,25-7,34 (8H, m), 7,36-7,44 (4H, m), 7,50-
7,64 (2H, m), 7,72-7,79 (2H, m).

Sintesis de compuestos 88 a 94

Los compuestos descritos en la Tabla 16 se obtuvieron de la misma manera que en los etapas 69 a 71 utilizando los
compuestos descritos en la Tabla 15 y Fmoc-Ser(tBuMe,Si)-OH y Fmoc-Thr(tBuMe,Si)-OH.

Los datos del analisis de RMN sobre los compuestos sintetizados en este Ejemplo se muestran en la Tabla 17.

Tahbla 15

I__-‘x‘_\;‘aH : FMQC-‘H
FMEHPD Fm'“ . L"-\_rf“}: i 1 o
H

B4 1! 85 !
_ chﬁ... S S Raa — J\,DH ) . e ;
N . Fmoc,, i
ol :
H
BB _ '!'.I’

Tabla 16
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Tabla 17
Compuesto | RMN

88 "H-RMN (400 MHz, CDCls): 80,07-0,03 (6H, m), 0,89-0,87 (9H, m H), 2,04-1,65 (4H,

m), 3,86-3,58 (11H, m), 4,37-4,18 (4H, m), 4,69-4,68 (1H, m), 5,67-5,65 (1H, m),

6,84-6,80 (4H, m), 7,18-7,16 (3H, m), 7,33-7,25 (7H, m), 7,42-7,38 (3H, m), 7,60-7.
58 (2H, m), 7,78-7,75 (2H, m).

89 H-RMN (400 MHz, CDCls): 50,11-0,05 (6H, m), 0,91-0,87 (9H, m), 1,43-1,19 (4H,
m) 2,00-1,80 (3H, m), 3,74-3,36 (2H, m), 3,81-3,75 (6H, m), 4,41-3,96 (5H, m), 5,71-
5,64 (1H, m), 6,37-6,36 (1H, m), 6,84-6,80 (4H, m), 7,20-7,16 (2H, m), 7,42-7,25 (1
OH, m), 7,59-7,48 (3H, m), 7,78-7,75 (2H, m).

90 H-RMN (400 MHz, CDCls): 50,08-0,03 (6H, m), 0,98-0,81 (9H, m), 1,20-1,07 (2H,
m) , 1,39-1,30 (2H, m), 1,42-1,40 (1H, m), 1,71-1,50 (2H, m), 3,36-3,14 (1H, m),
3,73-3,60 (3H, m), 3,80-3,77 (6H, m), 4,33-4,18 (1H, m), 4,35-4,34 (2H, m), 4,78-
4,77 (1 H, m), 5,75-5,74 (1H, m), 6,83-6,81 (4H, m), 7,35-7,26 (5H, m), 7,39-7,37
(6H, m), 7,50-7,48 (2H, m), 7,61-7,57 (2H, m), 7,77-7,74 (2H, m)

91 H-RMN (400 MHz, CDCls): 50,04-0,00 (6H, m), 0,87-0,80 (9H, m), 1,47-1,11 (3H,
m) , 1,92-1,61 (1H, m), 4,83-2,99 (16H, m), 5,88-5,72 (1H, m), 6,89-6,82 (4H, m),
7,21 -7,14 (1H, m), 7,49-7,28 (12H, m), 7,62-7,59 (2H, m), 7,77-7,75 (2H, m)
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Compuesto |[RMN

(Continuacion)

92 H-RMN (400 MHz, CDCls): 50,01-0,05 (6H, m), 0,66-0,92 (9H, m), 1,11-1,12 (3H,
m) , 3,02-3,06 (1H, m), 3,55-3,62 (1H, m), 3,69-3,75 (6H, m), 3,91-4,35 (6H, m),
5,62 (1H, s), 6,74-6,78 (4H, m), 7,10-7,12 (2H, m), 7,14-7,27 (7H, m), 7,30-7,36 (4H,
m) , 7,43-7,53(2H, m), 7,68-7,71 (2H, m).

93 H-RMN (400 MHz, CDCls): 50,14-0,08 (6H, m), 1,10-0,87 (9H, m), 1,56-1,55 (3H,
m) , 3,48-3,41 (2H, m), 3,81-3,73 (7H, m), 4,25-4,14 (2H, m), 4,45-4,39 (3H, m),
5,77-5,76 (1H, m), 6,84-6,79 (4H, m), 7,18-7,16 (3H, m), 7,42-7,26 (10H, m), 7,61-
7,56 (2H, m), 7,78-7,74 (2H, m).

94 H-RMN (400 MHz, CDCl): 6-0,10-0,00 (6H, m), 0,81-0,72 (9H, m), 1,12-1,11 (3H,
m), 1,47-1,54 (1H, m), 1,83-1,77 (3H, m), 3,71-3,47 (9H, m), 4,39-4,00 (6H, m), 5.
55-5,53 (1H, m), 6,74-6,71 (4H, m), 7,08-7,06 (3H, m), 7,32-7,16 (10H, m), 7,52-7.
48 (2H, m), 7,67-7,65 (2H, m).

Sintesis de compuesto 95

o o
i1
FmocHN. /l\ Y ity 2 ||
s HﬂVDDM'I'r = H;N &;A-H%QDM‘"
i H . H
TBSO™ TBSO™
82 a5

Etapa 72

El compuesto 95 (1,2 g, rendimiento: 67%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 5 del Ejemplo de Referencia 2
utilizando el compuesto 82 (2,487 g, 3,16 mmol) sintetizado en la etapa 71.

ESI-MS m/z: 587(M+Na)*

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) :5 -0,01-0,07 (6H, m), 0,86-0,90 (9H, m), 3,15-3,21 (2H, m), 3,41-3,48 (3H, m), 3,72 (1H, dd,
J =10,0, 6,4 Hz), 3,79 (6H, s), 3,84 (1H, dd, J = 10,0, 4,8 Hz), 6,79-6,84 (4H, m), 7,18-7,23 (1H, m), 7,27-7,33 (6H, m),
7,40-7,44 (2H, m), 7,72-7,75 (1H, m a) .

Sintesis de compuestos 96 a 102

Los compuestos descritos en la Tabla 18 se obtuvieron de la misma manera que en la etapa 72 utilizando los compuestos
descritos en la Tabla 16.

Los resultados de la espectrometria de masas sintetizados en este Ejemplo se muestran en la Tabla 19.
Tabla 18

| ' a ..-UDM'i'l’ ‘ T - ﬂ oDMTr | ) [+] ,
I el PN Vel s N
5 £ H |
|  1BSO” | . TBSO” DOMTr
w | | “
(=] [ [s] Q
1 ]
Hzﬂ\i)‘L 'O,uumr i H:ﬂ..EPJ'L.HJ\,DGMTr o ooume
18S0” " I 18507 49 "
_ {

e
TBSO 101

:
)

101
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Compuesto ESI-MS m/z

96 605(M+H)*

97 619(M+H)*

98 303(M+H)*, producto desprotegido con DMTr detectado
99 649(M+HCOOH)

100 577(M-H)y

101 623(M+HCOOH)

102 317(M+H)*, producto desprotegido con DMTr detectado

Ejemplo 13 Sintesis de unidad de enlace

0 j 4]
2
Etapa 732 + -
o, — ﬂn

Sintesis de compuesto 107

Etapa 75
IIE:r —_—

>,
73
‘>‘° g Etapa 76
o =
>
Bnl
106

Etapa 73

El compuesto 103 (2,00 g, 9,47 mmol) se disolvié en N,N’-dimetilformamida (40 mL). A la solucién se afiadieron éster di-
terc.-butilico del acido iminodiacético (5,11 g, 20,84 mmol), hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(4,00 g, 20,84 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (145 mg, 0,947 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se
agitdé durante 2 horas. Se afiadié agua a la solucién de reaccion, seguido de extraccion con acetato de etilo. Luego, la
capa organica se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y solucién salina saturada y se secé
sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separé por destilacién a presion reducida y el residuo se purifico mediante
cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 50/50). El producto purificado se purificd
adicionalmente en suspension con metanol para obtener el compuesto 104 (4,07 g, rendimiento: 65%).

ESI-MS m/z: 664 (M - H)

Etapa 74

El compuesto 104 (2,66 g, 4,00 mmol) sintetizado en la etapa 73 se disolvio en tetrahidrofurano (53 mL). A la solucién se
afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 490 mg) a temperatura ambiente y la
mezcla se agité durante 3 horas en una atmdsfera de hidrégeno. La solucion de reaccion se filtrd y el disolvente se separd
por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 105 (2,86 g, rendimiento: 113%).

ESI-MS m/z: 634 (M - Hy

Etapa 75

El compuesto 105 (871,0 mg, 1,370 mmol), sintetizado en la etapa 74, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (17 mL). A la
solucion se afiadieron hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (625,0 mg, 1,644 mmol),
diisopropiletilamina (0,5730 ml, 3,290 mmol) y éster monobencilico del acido dodecanodioico (527,0 mg, 1,644 mmol) y
la mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente. Se afiadié agua a la solucién de reaccién, seguido de
extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de
sodio y solucién salina saturada y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presion
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reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 60/40)
para obtener el compuesto 106 (1,030 g, rendimiento: 80%).
ESI-MS m/z: 939 (M + H)*

Etapa 76

El compuesto 106 (1,030 g, 1,098 mmol) sintetizado en la etapa 75 se disolvié en diclorometano (10 mL). A la soluciéon se
afiadié acido trifluoroacético (10,00 mL, 130,0 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El
disolvente se separd por destilacién a presién reducida para obtener un producto bruto del compuesto 107.

ESI-MS m/z: 713 (M - H)

Sintesis de compuesto 113

H H
b_{ Etapa 77 g Etapa 78 Etapa 75
H Bn n
HO H
108

Bagy

—>—o HO

L Etapa 80 %ﬁ Y= o CEtapasi H}_'Q

n - %-3—\“_{‘:— Bn - H:‘,:?_\ Bn
Ho{ 111 %-'}ﬂ 112 H;.g 113

Etapa 77

108 10

El compuesto 108 (2,000 g, 12,98 mmol) se disolvido en N,N’-dimetilformamida (30 mL). A la soluciéon se afiadieron
bicarbonato de potasio (1,559 g, 15,57 mmol) y cloruro de bencilo (2,328 mL, 19,47 mmol) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 4 horas. Se afiadi6 cloruro de amonio saturado a la solucion de reaccion, seguido de
extraccion con cloroformo. Luego, la capa organica se lavé con agua y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El
disolvente se separ6 por destilacion a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel
de silice (heptano/acetato de etilo = 50/50) para obtener el compuesto 109 (2,850 g, rendimiento: 90%).

ESI-MS m/z: 243 (M - H)

Etapa 78

El compuesto 109 (2,500 g, 10,24 mmol), sintetizado en la etapa 77, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (30 mL). A la
solucién se afiadieron carbonato de potasio (5,660 g, 40,90 mmol) y acido terc.-butil bromoacético (3,300 mL, 22,52 mmol)
y la mezcla se agité a 90°C durante 4 horas. Se afiadié cloruro de amonio saturado a la solucién de reaccion, seguido de
extraccion con cloroformo. Luego, la capa organica se lavd con solucién salina saturada y se sec6 sobre sulfato de sodio
anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 75/25) para obtener el compuesto 110 (4,300 g, rendimiento: 89%).
ESI-MS m/z: 472 (M - H)

Etapa 79

El compuesto 110 (1,000 g, 2,116 mmol) sintetizado en la etapa 78 se disolvié en diclorometano (10 mL). A la solucion se
afiadié acido trifluoroacético (10,00 mL, 130,0 mmol) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 6 horas. El
disolvente se separo por destilaciéon a presién reducida para obtener un producto bruto del compuesto 111.

ESI-MS m/z: 359 (M - H)

Etapa 80

El compuesto 111 (350,0 mg, 0,9710 mmol), sintetizado en la etapa 79, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (7 mL). A la
solucién se afadieron 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (327,0 mg, 2,137 mmol), hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (410,0 mg, 2,137 mmol) y éster di-terc.-butilico del acido iminodiacético (524,0 mg,
2,137 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 horas. Se afadié agua a la solucién de reaccion,
seguido de extraccién con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavd con una soluciéon acuosa saturada de
bicarbonato de sodio y solucién salina saturada y se secd sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separé por
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destilacion a presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato
de etilo = 60/40) para obtener el compuesto 112 (617,0 mg, rendimiento: 78%).
ESI-MS m/z: 814 (M - Hy

Etapa 81

El compuesto 112 (610,0 mg, 0,7490 mmol) sintetizado en la etapa 80 se disolvié en diclorometano (6 mL). A la solucién
se afiadié acido trifluoroacético (6 mL, 78,00 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El
disolvente se separd por destilaciéon a presién reducida para obtener un producto bruto del compuesto 113.

ESI-MS m/z: 590 (M + H)*

Sintesis de compuesto 116

> Yo,

[4] 4]

+<}'J Etapa 82 , Etﬂiﬁﬁg-?‘ca%
O OO T R PO
%“}mm %ém 1s “étﬂ ne

Etapa 82

El compuesto 114 (474 mg, 0,744 mmol), sintetizado en la etapa 74, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (10 mL). A la
solucion se afadieron éster monobencilico del acido trans-ciclohexano-1,4-dicarboxilico (0,234 mg, 0,893 mmol),
sintetizado por el método descrito en Journal of Medicinal Chemistry, Vol. 54, pags. 2433-2446, 2011, diisopropiletilamina
(0,312 mL, 1,79 mmol) y hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (339 mg, 0,893 mmol)
y la mezcla se agit6 durante 6 horas. Se afiadié agua a la solucion de reaccion, seguido de extraccion con acetato de
etilo. Luego, la capa organica se lavo con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y solucion salina saturada
y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presién reducida y el residuo se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 50/50) para obtener el compuesto 115
(448 mg, rendimiento: 68%).

ESI-MS m/z: 879 (M - Hy

Etapa 83

El compuesto 115 (341 mg, 0,387 mmol) sintetizado en la etapa 82 se disolvié en diclorometano (3,4 mL). A la solucién
se afiadié acido trifluoroacético (3,4 mL) a temperatura ambiente y la mezcla se agitdé durante la noche. La solucion de
reaccion se concentré a presion reducida y se sometié a azeotropia con acetato de etilo, y el residuo se purificé en
suspension con heptano para obtener el compuesto 116 (254 mg, rendimiento: 100%).

ESI-MS m/z: 656 (M + H)*

Sintesis de compuesto 120

3 "
o) e 1S

Etapa 84 9—;},}_: B Etapa &8
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o
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Etapa 84

El compuesto 117 (500 mg, 2,75 mmol) se disolvié en N,N’-dimetilformamida (10 mL). A la solucién se afiadieron éster di-
terc.-butilico del acido iminodiacético (1,48 g, 6,04 mmol), hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (1,16
g, 6,04 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (42,0 mg, 0,275 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité
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durante 4 horas. Se afiadié agua a la solucién de reaccién, seguido de extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa
organica se lavé con solucion salina saturada y se secé sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separd por
destilacion a presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato
de etilo = 50/50) para obtener el compuesto 118 (329 mg, rendimiento: 19%).

ESI-MS m/z: 635 (M - Hy

Etapa 85

El compuesto 118 (323 mg, 0,507 mmol), sintetizado en la etapa 84, se disolvio en N,N'-dimetilformamida (6,5 mL). A la
solucién se afiadieron carbonato de potasio (84,0 mg, 0,609 mmol) y bromoacetato de bencilo (139 mg, 0,609 mmol) a
temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 3 horas. Se afiadié agua a la solucion de reaccion, seguido de
extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavd con solucidn salina saturada y se secoé sobre sulfato de
sodio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia
en columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 50/50) para obtener el compuesto 119 (313 mg, rendimiento: 79%).
ESI-MS m/z: 783 (M - H)

Etapa 86

El compuesto 119 (312 mg, 0,398 mmol) sintetizado en la etapa 85 se disolvié en diclorometano (3,1 mL). A la solucién
se afiadié acido trifluoroacético (3,1 mL) a temperatura ambiente y la mezcla se agitdé durante la noche. La solucion de
reaccién se concentrd a presion reducida y se sometié a azeotropia con acetato de etilo para obtener el compuesto 120
(252 mg, rendimiento: 113%).

ESI-MS m/z: 561 (M + H)*

Sintesis de compuesto 125

TIaig
Eta Ftapa 87 a7 Etﬂpﬂ &8 = Etapa 89

%M

Eta |::-E| S0 Etﬂpﬂ 99

e

Q Hi

=

B
125

Etapa 87

El compuesto 103 (2,00 g, 9,47 mmol) se disolvié en N,N’-dimetilformamida (40 mL). A la solucion se afiadieron 2-amino-
1,3-propanodiol (1,90 g, 20,84 mmol), hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (4,00 g, 20,84 mmol) y
1-hidroxibenzotriazol monohidrato (145 mg, 0,947 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 2 horas. El
disolvente se separo por destilacion a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel
de silice (acetato de etilo/metanol = 70/30). El producto purificado se purificé adicionalmente en suspensién con acetato
de etilo para obtener el compuesto 121 (2,68 g, rendimiento: 79%).

ESI-MS m/z: 356 (M - H)

Etapa 88

El compuesto 121 (500 mg, 1,40 mmol) sintetizado en la etapa 87 se suspendi6 en acetonitrilo (10 mL). A la suspension
se afiadieron éster terc.-butilico del acido acrilico (3,59 g, 28,0 mmol) e hidréxido de benciltrimetilamonio (solucién acuosa
al 40%; 1,76 mL, 702 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante la noche. El disolvente se separ6 por
destilacién a presién reducida y se afiadié agua al residuo, seguido de extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa
organica se lavé con solucion salina saturada y se secé sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separd por
destilacién a presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato
de etilo = 50/50) para obtener el compuesto 122 (300 mg, rendimiento: 24%).

ESI-MS m/z: 871 (M + H)*
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Etapa 89

El compuesto 122 (340 mg, 0391 mmol) sintetizado en la etapa 88 se disolvid en tetrahidrofurano (6,8 mL). A la solucién
se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 31,3 mg) a temperatura ambiente y
la mezcla se agité durante 6 horas en una atmoésfera de hidrogeno. La solucion de reaccion se filtré y el disolvente se
separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice
(heptano/acetato de etilo = 30/70) para obtener el compuesto 123 (235 mg, rendimiento: 72%).

ESI-MS m/z: 841 (M + H)*

Etapa 90

El compuesto 123 (232 mg, 0,276 mmol), sintetizado en la etapa 89, se disolvio en N,N'-dimetilformamida (4,6 mL). A la
solucion se afiadieron éster monobencilico del acido dodecanoico (0,133 mg, 0,414 mmol), diisopropiletilamina (0,145 mL,
0,829 mmol) y hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (158 mg, 0,414 mmol) a la
temperatura ambiente y la mezcla se agitd durante la noche. Se afiadié agua a la solucion de reaccién, seguido de
extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de
sodio y solucién salina saturada y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separé por destilacion a presion
reducida y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (heptano/acetato de etilo = 30/70)
para obtener el compuesto 124 (274 mg, rendimiento: 87%).

ESI-MS m/z: 1141 (M - H)

Etapa 91

El compuesto 124 (273 mg, 0,239 mmol) sintetizado en la etapa 90 se disolvié en diclorometano (2,7 mL). A la solucién
se afiadié acido trifluoroacético (2,7 mL) a temperatura ambiente y la mezcla se agitdé durante la noche. La solucion de
reaccién se concentrd a presion reducida y se sometié a azeotropia con acetato de etilo para obtener el compuesto 125
(231 mg, rendimiento: 105%).

ESI-MS m/z: 919 (M + H)*

Sintesis de compuesto 128

BocHN BocHM
o
H b HN
Etapa 92 Etapa 93
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H
HMN—, ﬁ NHCbz
BocHM 128
Etapa 92

Acido 4-nitroisoftalico 103 (500 mg, 2.37 mmol) y N-Boc-etilendiamina (808 mg, 5,21 mmol) se disolvieron en N,N-
dimetilformamida (10 mL). A la solucién se afiadieron trietilamina (0,90 mL, 7,11 mmol), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato
(703 mg, 5,21 mmol) e hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (1,36 g, 7,11 mmol) a la temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 16 horas. La solucién de reaccion se traté después y el producto bruto y el producto
bruto se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice para obtener el compuesto 126 (650 mg, rendimiento:
55%).

Etapa 93

El compuesto 126 (500 mg, 1,01 mmol), sintetizado en la etapa 92 y polvo de zinc (330 mg, 5,05 mmol) se suspendieron
en metanol (3,5 mL) y tetrahidrofurano (3,5 mL). A la suspensién se afiadié gota a gota una solucién acuosa de cloruro
de amonio (378 mg, 7,07 mmol) a 0°C y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 24 horas. La solucion de
reaccion se traté después y el producto bruto y el producto bruto se purific6 mediante cromatografia en columna de gel
de silice para obtener el compuesto 127 (160 mg, rendimiento: 34%).

Etapa 94
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El compuesto 127 (200 mg, 0,430 mmol), sintetizado en la etapa 93 y N- Cbz-glicina (90,0 mg, 0,430 mmol) se disolvieron
en N,N’-dimetiformamida (2,0 mL). A la solucidon se afiadieron diisopropiletilamina (0,220 mL, 1,29 mmol) y
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (245 mg, 0,645 mmol) a la temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 16 horas. La solucién de reaccion se traté después y el producto bruto y el producto
bruto se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice para obtener el compuesto 128 (180 mg, rendimiento:
64%).

ESI-MS m/z: 657 (M + H)*

Sintesis de compuesto 130
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Etapa 95

Acido 3,5-dinitrobenzoico 128 (500 mg, 2.36 mmol) y N-Cbz-etilendiamina (588 mg, 2,83 mmol) se disolvieron en N,N'-
dimetilformamida (5,0 mL). A la solucién se afiadieron trietilamina (0,65 mL, 4,72 mmol), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato
(380 mg, 2,83 mmol) e hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (675 mg, 3,54 mmol) a la temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 16 horas. La solucién de reaccion se traté después y el producto bruto y el producto
bruto se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice para obtener el compuesto 129 (445 mg, rendimiento:
48%).

Etapa 96

El compuesto 129 (200 mg, 0,515 mmol) sintetizado en la etapa 95 se disolvio en etanol (5,0 mL). A la solucion se
afiadieron cloruro de tionilo (584 mg, 3,09 mmol) y acido clorhidrico concentrado (0,2 mL) a temperatura ambiente y la
mezcla se agitd a 80°C durante 16 horas. La solucion de reaccion se tratoé posteriormente para obtener el compuesto 130
(180 mg, rendimiento: 106%).

ESI-MS m/z: 329 (M + H)*

Sintesis de compuesto 133
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El compuesto 131 (3,7 g, rendimiento: 63%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 9 del Ejemplo 1 utilizando el
compuesto 9 (8,17 g, 23,12 mmol) sintetizado en la etapa 6 del Ejemplo 1.

ESI-MS m/z: 254 (M + H)*

Etapa 98

El compuesto 132 (3,82 g, rendimiento: 67%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 10 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 131 (3,7 g, 14,63 mmol) obtenido en la etapa 97.

ESI-MS m/z: 432 (M + HCOO)

Etapa 99

El compuesto 133 (3,08 g, rendimiento: 87%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 7 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 132 (3,82 g, 9,86 mmol) obtenido en la etapa 98.

ESI-MS m/z: 360 (M + H)*

Sintesis de compuesto 135
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El compuesto 134 (2,40 g, rendimiento: 63%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 6 del Ejemplo 1 utilizando
5 el compuesto 8 (2 g, 9,53 mmol) y (terc.-butoxicarbonilamino)-1-pentanol (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.,

2 g, 10 mmol).

ESI-MS m/z: 296 (M + H)*, detectado como una forma Boc-desprotegida

Etapa 101
10
El compuesto 135 (1,579 g, rendimiento: 21%) se obtuvo de la misma manera que en las etapas 7 a 9y 14 a 17 del
Ejemplo 1 utilizando el compuesto 134 sintetizado en la etapa 100.
ESI-MS m/z: 910 (M + H)*

15 Ejemplo 14 Sintesis de unidad de ligando de azucar-enlace

Sintesis de compuesto 137
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El compuesto 56 (1,015 g, 1,748 mmol), sintetizado en la etapa 51, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (12 mL). A la
solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 187 mg) a temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 6 horas en una atmdsfera de hidrégeno. Se filtré la solucién de reaccion. El
25 compuesto 107 (250,0 mg, 0,350 mmol) sintetizado en la etapa 76, 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (26,80 mg, 0,1750
mmol) e hidrocloruro de 1- (3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (402,0 mg, 2,099 mmol) se afiadieron al filtrado y la
mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. Se afiadié agua a la soluciéon de reaccién, seguido de
extraccion con acetato de etilo. Luego, la capa organica se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de
sodio y solucion salina saturada y se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El disolvente se separd por destilacion a presion
30 reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 87/13) para
obtener el compuesto 136 (617,0 mg, rendimiento : 88%).
ESI-MS m/z: 1215 (M + 2H)?*
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Etapa 103

El compuesto 136 (0,7380 g, 0,3040 mmol) sintetizado en la etapa 102 se disolvié en tetrahidrofurano (7 mL). A la solucién
se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 135,90 mg) a temperatura ambiente
y la mezcla se agit6 durante la noche en una atmosfera de hidrégeno. La solucién de reaccion se filtro y el disolvente se
separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice
(cloroformo/metanol = 87/13) para obtener el compuesto 137 (581 mg, rendimiento: 82%).

ESI-MS m/z: 1170 (M + 2H) %

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, 8): 1,12-2,36 (106H, m), 2,91-3,19 (8H, m), 3,23-3,55 (14H, m), 3,60-3,76 (4H, m), 3,78-
3,94 (8H, m), 3,95-4,10 (16H, m), 4,47 (4H, d, J = 8,8 Hz), 4,92-5,01 (4H, m), 5,17-5,24 (4H, m), 6,98 (1H, s), 7,64 (2H,
s), 7,81-7,95 (4H, m), 8,28-8,38 (2H, m), 8,44-8,56 (2H, m), 10,13 (1H, s)
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El compuesto 57 (500 mg, 0,879 mmol), sintetizado en la etapa 52, se disolvié en N,N'-dimetilfformamida (6,5 mL). A la
solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 94 mg) a temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 4 horas en una atmésfera de hidrégeno. Se filtré la solucion de reaccion. El
compuesto 107 (126,0 mg, 0,176 mmol) sintetizado en la etapa 76, 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (13,47 mg, 0,088
mmol) e hidrocloruro de 1- (3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (202,0 mg, 1,055 mmol) se afiadieron al filtrado y la
mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente en la solucidon de reaccién se separd por
destilacién a presién reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa
(agual/acetonitrilo) para obtener el compuesto 138 (249,7 mg, rendimiento: 60%).

ESI-MS m/z: 1191 (M + 2H)?*

Etapa 105

El compuesto 138 (0,242 g, 0,102 mmol) sintetizado en la etapa 104 se disolvié en tetrahidrofurano (3,6 mL) y agua (1,2
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 45 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agit6é durante 4 horas en una atmdsfera de hidrégeno. La solucion de reaccién se
filtré y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 139 (216 mg, rendimiento: 93%).
ESI-MS m/z: 1146 (M + 2H) 2+

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d®6, 8): 1,15-1,65 (20H, m), 1,68-2,15 (52H, m), 3,13-3,29 (6H, m), 3,40-3,67 (16H, m), 3,71-
3,96 (11H, m), 3,98-4,14 (16H, m), 4,55 (4H, t, J = 8,8 Hz), 4,93-5,06 (4H, m), 5,12-5,28 (4H, m), 6,56 (1H, s), 6,98 (1H.
s), 7,64 (2H, s), 7,77-7,93 (4H, m), 8,26-8,49 (3H, m), 10,10 (1H, s)

Sintesis de compuesto 141
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El compuesto 58 (430 mg, 0,674 mmol), sintetizado en la etapa 53, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (6 mL). A la
solucion se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 79 mg) a temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 4 horas en una atmésfera de hidrégeno. Se filtré la solucion de reaccion. El
compuesto 107 (105,0 mg, 0,148 mmol), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (11,31 mg, 0,074 mmol) e hidrocloruro de 1-
(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (170 0 mg, 0,887 mmol) se afiadieron al filtrado y la mezcla se agité durante la
noche a temperatura ambiente. El disolvente en la solucién de reaccion se separé por destilacion a presion reducida y el
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa (agua/acetonitrilo) para obtener el compuesto 140
(218,1 mg, rendimiento: 56%).

ESI-MS m/z: 1329 (M + 2H)?*

Etapa 107

El compuesto 140 (0,210 g, 0,079 mmol) sintetizado en la etapa 106 se disolvié en tetrahidrofurano (3,1 mL) y agua (1,0
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 39 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agit6é durante 4 horas en una atmésfera de hidrégeno. La solucién de reaccién se
filtré y el disolvente se separé por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 141 (192,7 mg, rendimiento:
95%).

ESI-MS m/z: 1284 (M + 2H) %

1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, d): 1,17-1,65 (42H, m), 1,69-2,13 (61H, m), 2,95-3,17 (16H, m), 3,65-3,77 (3H, m), 3,79-
3,94 (6H, m), 3,96-4,10 (16H, m), 4,48 (4H, d, J = 8,4 Hz), 4,96 (4H, dd, J = 2,4, 11,2 Hz), 5,21 (4H, d, J = 3,2 Hz), 7,01
(1H, s), 7,64-7,92 (11H, m), 8,26-8,48 (4H, m), 10,14 (1H, s)

Sintesis de compuesto 143
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El compuesto 57 (450 mg, 0,791 mmol), sintetizado en la etapa 52, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (6 mL). A la
solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 85 mg) a temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 5 horas en una atmésfera de hidrégeno. Se filtré la solucion de reaccion. El
compuesto 113 (94 mg, 0,158 mmol) sintetizado en la etapa 81, 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (133,0 mg, 0,871 mmol)
e hidrocloruro de 1- (3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (182,0 mg, 0,950 mmol) se afiadieron al filtrado y la mezcla
se agitd durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente en la solucion de reaccion se separé por destilacion a
presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa (agua/acetonitrilo) para
obtener el compuesto 142 (99 mg, rendimiento: 28%).

ESI-MS m/z: 1129 (M + 2H)?*

Etapa 109

El compuesto 142 (80 mg, 0,035 mmol) sintetizado en la etapa 108 se disolvio en tetrahidrofurano (1,7 mL) y agua (0,85
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 26 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agitoé durante 2 horas en una atmédsfera de hidrégeno. La solucion de reaccién se
filtré y el disolvente se separ6 por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 143 (57,5 mg, rendimiento:
75%).

ESI-MS m/z: 1084 (M + 2H) %

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, d): 1,69-2,21 (46H, m), 3,14-3,65 (28H, m), 3,67-4,22 (27H, m), 4,43-4,66 (4H, m), 4,69-
4,88 (4H, m), 4,89-5,08 (4H, m), 5,12-5,32 (4H, m), 6,54-6,68 (1H, a), 7,01 (2H, s), 7,78-8,09 (3H, m), 8,13-8,31 (2H, m),
8,58-8,75 (2H, m)

Sintesis de compuesto 145
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Etapa 110

El compuesto 58 (418 mg, 0,655 mmol), sintetizado en la etapa 53, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (6 mL). A la
solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 77 mg) a temperatura
ambiente y la mezcla se agité durante 5 horas en una atmésfera de hidrégeno. Se filtré la solucion de reaccion. El
compuesto 113 (85 mg, 0,144 mmol) sintetizado en la etapa 81, 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (121,0 mg, 0,791 mmol)
e hidrocloruro de 1- (3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (165,0 mg, 0,863 mmol) se afiadieron al filtrado y la mezcla
se agitd durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente en la solucion de reaccion se separd por destilacion a
presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa (agua/acetonitrilo) para
obtener el compuesto 144 (99 mg, rendimiento: 28%).

ESI-MS m/z: 1268 (M + 2H)?*

Etapa 111

El compuesto 144 (186 mg, 0,073 mmol) sintetizado en la etapa 110 se disolvié en tetrahidrofurano (2,8 mL) y agua (0,93
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 40 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agit6é durante 2 horas en una atmdsfera de hidrégeno. La solucion de reaccién se
filtré y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 145 (156,7 mg, rendimiento:
87%).

ESI-MS m/z: 1222 (M + 2H) %

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d®6, 8): 1,36-1,62 (27H, m), 1,67-2,17 (64H, m), 2,92-3,21 (15H, m), 3,58-3,77 (2H, m), 3,80-
3,95 (7H, m), 3,97-4,13 (15H, m), 4,47 (4H, d, J = 8,8 Hz), 4,88-5,02 (7H, m), 5,10-5,24 (3H, m), 6,95-7,00 (1H, m), 7,26-
7,31 (2H, m), 7,72-7,88 (8H, m), 8,10-8,20 (2H, m), 8,51-8,60 (2H, m)

Sintesis de compuesto 147
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El compuesto 143 (171 mg, 0,079 mmol), sintetizado en la etapa 109, se disolvié en N,N'-dimetilformamida (3,4 mL). A la
solucién se afadieron p-toluenosulfonato de glicina bencilo (32,0 mg, 0,095 mmol), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato
(12,09 mg, 0,079 mmol) e hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (18,16 mg, 0,095 mmol) y la mezcla
se agitoé durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente en la solucién de reaccion se separé por destilacion a
presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de fase inversa (agua/acetonitrilo) para
obtener el compuesto 146 (55,7 mg, rendimiento: 31%).

ESI-MS m/z: 1158 (M + 2H)?*

Etapa 113

El compuesto 146 (54 mg, 0,023 mmol) sintetizado en la etapa 112 se disolvio en tetrahidrofurano (0,83 mL) y agua (0,28
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 18 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agit6é durante 2 horas en una atmédsfera de hidrégeno. La solucion de reaccién se
filtré y el disolvente se separé por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 147 (50,1 mg, rendimiento:
97%).

ESI-MS m/z: 1112 (M + 2H) %

1H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, 6): 0,96-1,06 (3H, m), 1,71-2,20 (54H, m), 3,41-3,64 (15H, m), 3,68-4,20 (32H), 4,55 (4H,
d, J=8,4 Hz), 4,81 (4H, s), 4,94-5,02 (4H, m), 5,17-5,25 (4H, m), 6,63-6,76 (2H, m), 6,93-7,02 (2H, m), 7,84-8,00 (3H, m),
8,17-8,30 (2H, m), 8,58-8,70 (2H, m)

Sintesis de compuesto 149
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Etapa 114

El compuesto 56 (500 mg, 0,861 mmol) se disolvié en N,N’-dimetilfformamida (10 mL). A la solucion se afiadié un polvo
de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 92,1 mg) a temperatura ambiente y la mezcla se agitd
durante 2 horas en una atmésfera de hidrogeno. A ello se afiadieron compuesto 116 (113 mg, 0,172 mmol), hidrocloruro
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (198 mg, 1,03 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (13,2 mg, 0,086
mmol) a temperatura ambiente en un atmdsfera de argén y la mezcla se agité durante la noche. La solucién de reaccion
se filtrd a través de celite y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 90/10) y se purificé adicionalmente mediante HPLC
preparativa de fase inversa (acetonitrilo/agua) para obtener el compuesto 148 (195 mg, rendimiento: 48%).

ESI-MS m/z: 1186 (M + 2H)?*

Etapa 115

El compuesto 148 (194 mg, 0,082 mmol) sintetizado en la etapa 114 se disolvié en tetrahidrofurano (2,9 mg) y agua (1,0
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 35,7 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agitoé durante 8 horas en una atmdsfera de hidrégeno. La solucion de reaccién se
filtré y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 149 (183 mg, rendimiento: 98%).
ESI-MS m/z: 1141 (M + 2H) %

'"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, &): 1,21-1,45 (m, 40H), 1,76-2,18 (m, 50H), 3,00-3,09 (m, 8H), 3,40-4,20 (m, 32H), 4,47 (d,
J = 8,5 Hz, 4H), 4,96 (dd, J = 3,1, 11,2 Hz, 4H), 5,21 (d, J = 3,1 Hz, 4H), 6,98 (s, 1H), 7,65 (s, 2H), 7,84 (d, J = 9,0 Hz,
4H), 8,31 (s a, 1H), 8,44 (s a, 1H), 10,11 (s, 1H).

Sintesis de compuesto 151
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El compuesto 56 (500 mg, 0,861 mmol) se disolvié en N,N’-dimetilfformamida (10 mL). A la solucion se afiadié un polvo
de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 92,1 mg) a temperatura ambiente y la mezcla se agitd
durante 2 horas en una atmosfera de hidrogeno. A ello se afiadieron compuesto 120 (97,0 mg, 0,172 mmol), hidrocloruro
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (198 mg, 1,03 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (13,2 mg, 0,086
mmol) a temperatura ambiente en un atmésfera de argén y la mezcla se agité durante la noche. La solucion de reaccion
se filtré a través de celite y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 85/15) y se purificé adicionalmente mediante HPLC
preparativa de fase inversa (acetonitrilo/agua) para obtener el compuesto 150 (179 mg, rendimiento: 46%).

ESI-MS m/z: 1138 (M + 2H)?*

Etapa 117

El compuesto 150 (175 mg, 0,077 mmol) sintetizado en la etapa 116 se disolvié en tetrahidrofurano (2,6 mg) y agua (0,9
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 32,4 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 1 hora en una atmésfera de hidrégeno. La solucién de reaccion se
filtré y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 151 (160 mg, rendimiento: 95%).
ESI-MS m/z: 1093 (M + 2H) 2*

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, 8): 1,23-1,45 (m, 32H), 1,77 (s, 12H), 1,89 (s, 12H), 1,99 (s, 12H), 2,10 (s, 12H), 3,01-3,11
(m, 8H), 3,69-4,02 (m, 34H), 4,47-4,50 (m, 4H), 4,94-4,98 (m, 4H), 5,21 (d, J = 3,1 Hz, 4H), 6,92 (s, 1H), 6,94 (s, 2H), 7,87
(d, J =9,4 Hz, 2H), 7,92 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 8,33 (s a, 2H), 8,50 (s a, 2H).

Sintesis de compuesto 153
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Etapa 118

El compuesto 58 (500 mg, 0,784 mmol) se disolvié en N,N’-dimetilformamida (10 mL). A la solucion se afiadié un polvo
de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 92,1 mg) a temperatura ambiente y la mezcla se agitd
durante 2 horas en una atmésfera de hidrogeno. A ello se afiadieron compuesto 125 (144 mg, 0,157 mmol), hidrocloruro
de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (180 mg, 0,941 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (12,0 mg, 0,078
mmol) a temperatura ambiente en un atmosfera de argén y la mezcla se agité durante la noche. La solucion de reaccion
se filtrd a través de celite y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purifico mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 80/20) y se purificé adicionalmente mediante HPLC
preparativa de fase inversa (acetonitrilo/agua) para obtener el compuesto 152 (191 mg, rendimiento: 43%).

ESI-MS m/z: 1431 (M + 2H)?*

Etapa 119

El compuesto 152 (186 mg, 0,065 mmol) sintetizado en la etapa 118 se disolvié en tetrahidrofurano (2,8 mg) y agua (0,9
mL). A la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 34,3 mg) a
temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 1 hora en una atmésfera de hidrégeno. La solucién de reaccion se
filtré y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida para obtener compuesto 153 (174 mg, rendimiento: 97%).
ESI-MS m/z: 1386 (M + 2H) 2*

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, 8):1,25-4,02 (m, 164H), 4,18-4,26 (m, 2H), 4,47 (d, J = 8,1 Hz, 4H), 4,96 (dd, J = 3,1, 11,2
Hz, 4H), 5,21 (d, J = 3,6 Hz, 4H), 7,74-7,91 (m, 13H), 8,18 (s, 2H), 8,36 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 10,27 (s a, 1H) .

Sintesis de compuesto 155

116



10

15

20

25

30

ES 2 858 090 T3

M %
e a oy,
aco o
Al ] -
- oo & MM
BN A0 o a
e et W
: Etapa 120 T
9 & ~NH o e Aoy
¥ ]
HH A 0 NHGhs Aglh o HH . O WHCbz
— Asl ] :
v o Yoo L Wi
Boch Aol r N !
e HH
128 Az "ﬁ o
b
Aol J
Acn o
MA;P' Md\j?-a
la NH 154
Aco I o Y Ar
NH )
Ao !
o LI
HH
A:;"m HA-
Ll b
Al Q -
MH HM -
Ar” !
Etapa 121 -
e )
N L o w4 {
od @0 o |
ARO, ol A — 3
MH 4 K 1
Ag W
=} a- a J
M
i o
aed [ © il
AEO
™ 158
Etapa 120

El compuesto 128 (150 mg, 0,228 mmol) se disolvié en diclorometano (1,5 mL). A la solucién se afadié acido
trifluoroacético (1,5 mL) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante 4 horas. La solucion de reaccién se
concentréo a presion reducida y se sometié6 a azeotropia con acetato de etilo. El residuo se disolvi6 en N,N’-
dimetilformamida (3 mL). A la soluciéon se afiadieron compuesto 7 (574 mg, 0,571 mmol), hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (109 mg, 0,571 mmol), trietilamina (0,159 mL, 1,14 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol
monohidrato (3,50 mg, 0,023 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité durante la noche. La solucién de reaccion
se concentrd a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(cloroformo/metanol = 90/10) y se purificé adicionalmente mediante HPLC preparativa de fase inversa (acetonitrilo/agua)
para obtener el compuesto 154 (242 mg, rendimiento: 44%).

ESI-MS m/z: 1216 (M + 2H)?*

Etapa 121

El compuesto 154 (242 mg, 0,100 mmol) se disolvio en tetrahidrofurano/agua (4/1;12 mL). A la solucién se afadié un
polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 44,6 mg) a temperatura ambiente y la mezcla se
agité durante 2 horas en una atmosfera de hidrogeno. A ello se afiadié acido 6-maleimidohexanoico (23,2 mg, 0,110 mmol)
y cloruro de 4- (4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (55,2 mg, 0,199 mmol) a temperatura ambiente en una
atmésfera de argon y la mezcla se agité durante la noche. La solucién de reaccion se filtré a través de celite y el disolvente
se separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purifico utilizando resina HP20 (acetona/agua) para obtener el
compuesto 155 (97,4 mg, rendimiento: 39%).

ESI-MS m/z: 1245 (M + 2H) 2*

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6, 5):1,14-2,16 (100H, m), 2,96-2,98 (4H, m), 3,24-3,41 (18H, m), 3,69-3,73 (4H, m), 3,83-
3,91 (6H, m), 4,14-4,16 (2H, m), 4,47 (4H, d, J = 8,6 Hz), 4,96 (4H, dd, J = 3,6, 11,3 Hz), 5,21 (4H, d, J = 3,2 Hz), 7,01
(2H, s), 7,73-7,75 (2H, m), 7,83-7,94 (7H, m), 8,05-8,08 (2H, m), 8,14-8,20 (3H, m), 8,55-8,56 (2H, m), 10,24 (1H, s a).

Sintesis de compuesto 157
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Etapa 122

El compuesto 130 (75,0 mg, 0,228 mmol), sintetizado en la etapa 96, se disolvio en N,N'-dimetilformamida (3,0 mL). A la
solucion se afiadieron compuesto 60 (574 mg, 0,571 mmol) sintetizado en la etapa 55, diisopropiletilamina (0,199 mL,
1,14 mmol) y hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (217 mg, 0,571 mmol) a la
temperatura ambiente y la mezcla se agité durante la noche. El disolvente se separ6 por destilacion a presion reducida y
el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol = 90/10) y se purificd
adicionalmente mediante HPLC preparativa de fase inversa (acetonitrilo/agua) para obtener el compuesto 156 (202 mg,
rendimiento: 38%).

ESI-MS m/z: 1152 (M + 2H)?*

Etapa 123

El compuesto 156 (196 mg, 0,085 mmol) sintetizado en la etapa 122 se disolvié en tetrahidrofurano/agua (4/1; 10 mL). A
la solucién se afiadié un polvo de paladio al 10%-carbono (producto que contiene agua, 54,29%; 36,1 mg) a temperatura
ambiente y la mezcla se agitd durante 2 horas en una atmdsfera de hidrégeno. A ello se afiadié acido 6-
maleimidohexanoico (19,8 mg, 0,094 mmol) y cloruro de 4- (4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (47,0 mg,
0,170 mmol) a temperatura ambiente en una atmdésfera de argén y la mezcla se agité durante la noche. La solucion de
reaccion se filtré a través de celite y el disolvente se separd por destilacion a presion reducida. El residuo se purificd
utilizando resina HP20 (acetona/agua) para obtener el compuesto 157 (42,4 mg, rendimiento: 21%).

ESI-MS m/z: 1182 (M + 2H)?*

Sintesis de compuesto 158
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Etapa 124

El compuesto 158 (2,2 g, rendimiento: 58%) se obtuvo de la misma manera que en las etapas 33 y 34 del Ejemplo 8
utilizando el compuesto 135 sintetizado en la etapa 101.

ESI-MS m/z: 2437 (M + H)*
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El compuesto 159 (0,25 g, rendimiento: 39%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 133 (0,101 g, 0,282 mmol) sintetizado en la etapa 99 del Ejemplo 13 y el compuesto 62 (0,607 g, 0,613
mmol) sintetizado en la etapa 57 del Ejemplo de Referencia 3.

ESI-MS m/z: 2304 (M + H)*

Etapa 126

El compuesto 160 (0,15 g, rendimiento: 63%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 18 del Ejemplo 3 utilizando
el compuesto 159 (0,255 g, 0,111 mmol) sintetizado en la etapa 125.

ESI-MS m/z: 2170 (M + H)*

Etapa 127

El compuesto 161 (5,5 mg, rendimiento: 24%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 19 del Ejemplo 3 utilizando
el compuesto 160 (20,8 mg, 9,59 pmol) sintetizado en la etapa 126.

ESI-MS m/z: 1182 (M + 2H)?*
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El compuesto 162 (0,343 g, rendimiento: 53%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 133 (0,099 g, 0,277 mmol) sintetizado en la etapa 99 del Ejemplo 13 y el compuesto 64 (0,618 g, 0,615
mmol) sintetizado en la etapa 59 del Ejemplo de Referencia 3.

ESI-MS m/z: 2333 (M + H)*

Etapa 129

El compuesto 163 (6,9 mg, rendimiento: 28%) se obtuvo de la misma manera que en las etapas 18 y 19 del Ejemplo 3
utilizando el compuesto 162 sintetizado en la etapa 128.

ESI-MS m/z: 2392 (M + H)*
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Etapa 130

El compuesto 164 (0,040 g, rendimiento: 78%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 29 del Ejemplo 5 utilizando
el compuesto 31 (0,048 g, 0,021 mmol) sintetizado en la etapa 28 del Ejemplos 5 y 3-maleimidopropionato de N-
succinimidilo (fabricado por Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., 0,017 g, 0,064 mmol). ESI-MS m/z: 2480 (M + HCOOY)
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El compuesto 165 (9,1 mg, rendimiento: 36%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 37 (23,6 mg, 9,46 pmol) sintetizado en la etapa 34 del Ejemplo 8 vy ftrifluoroacetato de N-(2-
aminoetil)maleimida (fabricado por Sigma-Aldrich Co. LLC, 7,21 mg, 0,028 pmol)

ESI-MS m/z: 1310 (M + 2H)?*

Sintesis de compuesto 167
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Etapa 132

El compuesto 166 (0,076 g, rendimiento: 56%) se obtuvo mediante el método descrito en la etapa 14 del Ejemplo 2
utilizando éster monobencilico del acido hexanoico, sintetizado de la misma manera que en la etapa 14 del Ejemplo 2
utilizando el compuesto 31 (0,122 g, 0,054 mmol) sintetizado en la etapa 28 del Ejemplo 5.

ESI-MS m/z: 2503 (M + H)*

Etapa 133

El compuesto 167 (0,030 g, rendimiento: 40%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 18 del Ejemplo 3 utilizando
el compuesto 166 (0,076 g, 0,03 mmol) sintetizado en la etapa 132.

ESI-MS m/z: 2412 (M + H)*

Sintesis de compuesto 168
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El compuesto 168 (7 mg, rendimiento: 65%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 12 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 27 (4,36 mg, 0,006 mmol) sintetizado en la etapa 24 del Ejemplo 4 y el compuesto 4 (10 mg, 0,02 mmol)
sintetizado en la etapa 3 del Ejemplo de Referencia 1.

ESI-MS m/z: 1581 (M - H)

Sintesis de compuesto 171
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El compuesto 169 (0,129 g, rendimiento: 55%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 35 del Ejemplo 8 utilizando
el compuesto 158 (0,2011 g, 0,079 mmol) sintetizado en la etapa 124.

ESI-MS m/z: 2972 (M + HCOO)

Etapa 136

Un producto bruto del compuesto 170 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el
compuesto 169 (0,129 g, 0,044 mmol) sintetizado en la etapa 135.

ESI-MS m/z: 1535 (M + HCOOH - 2H)*

Etapa 137

El compuesto 171 (19.4 ymol/g, rendimiento: 35%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del Ejemplo 8
utilizando el compuesto 170 (0,0467 g, 0,013 mmol) sintetizado en la etapa 136.

Sintesis de compuesto 174
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El compuesto 172 (90 mg, rendimiento: 76%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 35 del Ejemplo 8 utilizando
el compuesto 37 (100 mg, 0,040 mmol) sintetizado en la etapa 35 del Ejemplo 8 y el compuesto 66 sintetizado en la etapa

Un producto bruto del compuesto 173 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el

ES 2 858 090 T3

compuesto 172 (90 mg, 0,030 mmol) sintetizado en la etapa 138.

El compuesto 174 (21,5 pmol/g, rendimiento en 2 etapas: 32%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del
Ejemplo 8 utilizando un producto bruto del compuesto 173 sintetizado en la etapa 139.

5

60 del Ejemplo de Referencia 4.
ESI-MS m/z: 1335 (M-DMTr + 2H)?*
Etapa 139

10
ESI-MS m/z: 1558 (M + HCOOH - 2H)>

15 Etapa 140
Sintesis de compuesto 177

20
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Etapa 141

El compuesto 175 (90 mg, rendimiento: 76%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 35 del Ejemplo 8 utilizando
el compuesto 158 (100 mg, 0,039 mmol) sintetizado en la etapa 124 del Ejemplo 14 y el compuesto 66 sintetizado en la
etapa 60 del Ejemplo de Referencia 4.

ESI-MS m/z: 1356 (M + 2H)?* , detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 142

Un producto bruto del compuesto 176 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el
compuesto 175 (90 mg, 0,030 mmol) sintetizado en la etapa 141.

ESI-MS m/z: 1579 (M + HCOOH - 2H)*

Etapa 143

El compuesto 177 (17,0 ymol/g, rendimiento en 2 etapas: 26%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del
Ejemplo 8 utilizando un producto bruto del compuesto 176 sintetizado en la etapa 142.

Sintesis de compuesto 180

124



10

15

20

ES 2 858 090 T3

DAL
Al f&‘ﬂ
e o [+
g g
e, 2 LI
m:‘.n‘:'i-‘?' “e™ s Etapa 144
A HH 1‘? =
W 0\_\
A Q F
a0 . JWH HH
R F0
s o o
b F ’-.
Ao g
et 20
oL
HO 4
B
15 e
“E "B,
AL S
ac0' 00 AcoiiL 0
HH % MM
Aet o a4 i [+] o
] ;" _HH .i.:ou HH
ol
e S acoi 2.0 e L
e MH HN \ ac HH i':' .
LW G & °\_\
My T - Bl
S P S -y o o .
aeot TPy iy, W8 e "o
A M “ o ¢ PEtapa 145 ac™ @ ot {
Ac et { A -
Acl) af 4 s 0
At | Aptya
e A L
Tl K oMt T M . Bl
DMTrD N by -1 o
-] Q H
. - L] ¥ B
m O T 180 & Resina
Etapa 144

El compuesto 178 (50 mg, rendimiento: 42%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 35 del Ejemplo 8 utilizando
el compuesto 158 (100 mg, 0,039 mmol) sintetizado en la etapa 124 del Ejemplo 14 y el compuesto 69 sintetizado en la
etapa 62 del Ejemplo de Referencia 4.

ESI-MS m/z: 1363 (M + 2H)?* , detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 145

Un producto bruto del compuesto 179 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el
compuesto 178 (50 mg, 0,017 mmol) sintetizado en la etapa 144.

ESI-MS m/z: 1587 (M + HCOOH - 2H)*

Etapa 146

El compuesto 180 (0,5 ymol/g, rendimiento en 2 etapas: 1%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del
Ejemplo 8 utilizando un producto bruto del compuesto 179 sintetizado en la etapa 145.

Sintesis de compuesto 183
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ES 2 858 090 T3

g sy

El compuesto 181 (40 mg, rendimiento: 30%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 35 del Ejemplo 8 utilizando
el compuesto 158 (100 mg, 0,039 mmol) sintetizado en la etapa 124 del Ejemplo 14 y el compuesto 71 sintetizado en la

etapa 63 del Ejemplo de Referencia 4.

ESI-MS m/z: 1532 (M + 2H)?* detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 148

Un producto bruto del compuesto 182 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el
compuesto 181 (40 mg, 0,012 mmol) sintetizado en la etapa 147.
ESI-MS m/z: 1582 (M + 2H)?* detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 149

El compuesto 183 (0,2 ymol/g, rendimiento en 2 etapas: 1%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del
Ejemplo 8 utilizando un producto bruto del compuesto 182 sintetizado en la etapa 148.

Sintesis de compuesto 187
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Etapa 150

El compuesto 184 (58 mg, rendimiento: 77%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 35 del Ejemplo 8 utilizando
5 el compuesto 158 (70 mg, 0,028 mmol) sintetizado en la etapa 34 del Ejemplo 8 y el compuesto 78 sintetizado en la etapa

68 del Ejemplo de Referencia 4.

ESI-MS m/z: 1341 (M + 2H)?*

Etapa 151

10
El compuesto 184 (58 mg, 0,022 mmol) sintetizado en la etapa 150 se disolvié en metanol (0,15 mL). A la solucién se

afiadieron el compuesto 65 (16,9 mg, 0,032 mmol) sintetizado mediante el método descrito en Journal of Organic
Chemistry, Vol. 74, pags. 6837-6842, 2009, una solucién acuosa de L-ascorbato de sodio de 1 mol/L (0.022 mL, 0.022
mmol), una solucién acuosa de sulfato de cobre(ll) de 20 mmol/L (0.011 mL, 0.22 ymol) y una solucién de 10 mmol/L de
15 tris(2-bencimidazolilmetiljamina en DMSO (0,022 mL, 0,22 pmol) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 3
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horas. La solucion de reaccion se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo/metanol =
80/20) para obtener el compuesto 185 (7 mg, rendimiento: 10%).

ESI-MS m/z: 1450 (M + 2H)?* detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 152

Un producto bruto del compuesto 186 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el
compuesto 185 (10 mg, 3,13 pmol) sintetizado en la etapa 151.

ESI-MS m/z: 1500 (M + 2H)?* detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 153

El compuesto 187 (8.4 umol/g, rendimiento: 27%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del Ejemplo 8
utilizando un producto bruto del compuesto 186 sintetizado en la etapa 152.

Sintesis de compuesto 190
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Etapa 154

Se obtuvo un producto bruto del compuesto 188 de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 o mediante el
método descrito en Bioconjugate Chemistry, Vol. 26, pags. 1451-1455, 2015, utilizando el compuesto 158 (74,1 mg, 0,029
mmol) sintetizado en la etapa 124 del Ejemplos 14 y el compuesto 95 (15 mg, 0,027 mmol) sintetizado en la etapa 72 del
Ejemplo 4.

ESI-MS m/z: 1392(M + H)*, detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 155

Un producto bruto del compuesto 189 se obtuvo por el método descrito en una bibliografia de patente documento
W02015105083, utilizando el compuesto 188 (0,083 g, 0,027 mmol) sintetizado en la etapa 154.

ESI-MS m/z: 2669 (M + H)*, , detectado como una forma DTMr-desprotegida

Etapa 156
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Un producto bruto del compuesto 190 se obtuvo de la misma manera que en la etapa 36 del Ejemplo 8 utilizando el
compuesto 189 (0,08 g, 0,027 mmol) sintetizado en la etapa 155.

ESI-MS m/z: 1556(M+HOOH-2H)*

"H-RMN (400 MHz, MeOD): & 1,45-1,86 (48H, m), 1,93 (12H, s), 1,94 (12H, s), 2,02 (12H, s), 2,13 (12H, s), 2,16-2,28
(17H, m), 2,48 (4H, s), 3,10-3,16 (6H, m), 3,36-3,56 (19H, m), 3,77 (6H, s), 3,80-3,89 (6H, m), 3,98-4,35 (30H, m), 4,53-
4,59 (4H, m), 4,66-4,72 (1H, m), 5,04-5,10 (4H, m), 5,31-5,36 (4H, m), 6,81-6,88 (4H, m), 7,17-7,23 (1H, m), 7,26-7,32
(6H, m), 7,38-7,44 (2H, m), 7,54 (2H, s a), 7,90 (1H, s a).

Sintesis de compuestos 191 a 199
Los compuestos descritos en las Tablas 20y 21 se obtuvieron de la misma manera que en las etapas 154 y 155 utilizando
el compuesto 37 sintetizado en la etapa 34 del Ejemplo 8, o el compuesto 158 sintetizado en la etapa 124 del Ejemplo 14

y las estructuras descritas en la Tabla 18, o compuesto 75 sintetizado en la etapa 66 del Ejemplo de Referencia 4.

Los resultados de la espectrometria de masas sintetizados en este Ejemplo se muestran en la Tabla 22.
Tabla 20
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Tabla 22
Compuesto ESI-MS m/z
191 1537(M+HCOOH)*
192 1584(M+HCOOH)*
193 1577(M+HCOOH)*
194 1577(M+HCOOH)*
195 1564(M+HCOOH)*
196 1578(M+HCOOH)*
197 1564(M+HCOOH)*
198 1584(M+HCOOH)*
199 1570(M+2HCOOH)*

Sintesis de compuesto 200
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El compuesto 200 (10,0 ymol/g) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 37 del Ejemplo 8 utilizando el compuesto
190 (g, mmol) sintetizado en la etapa 156.

Sintesis de compuestos 201 a 209

Los compuestos descritos en las Tablas 23 y 24 se obtuvieron de la misma manera que en la etapa 157 utilizando los
compuestos descritos en las Tabla 20 y 21.

Las cantidades soportadas de los compuestos sintetizados en este Ejemplo se muestran en la Tabla 25.

Tabla 23
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Tabla 25
‘Compuesto |Cantidad soportada (u mol/g)
201 26
202 23,1
203 22,2
204 32,7
205 30,5
206 18,1
207 20,4
208 12,7
209 2,2

Ejemplo 15 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos
Sintesis de conjugados de acidos nucleicos 210 a 218

Los Los conjugados de &cidos nucleicos de cadena sencilla descritos en las Tablas 27 y 28 se obtuvieron de la misma
manera que en la etapa 38 del Ejemplo 9 utilizando los compuestos descritos en la Tabla 26.

Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en

este Ejemplo se muestran en la Tabla 29.
Tabla 26
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Tabla 27
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Tabla 28
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oo Peso  molecular
Compuesto Secuencia (5'a 3') tebrico Encontrado
210_3'-AT3- 8885 8886
ssRNA G{F)AGIMIMU(FIUIMIA(FIAIMICIFIAIM)CIFIC(F)
AFIIIMIU(FIVIM)ALF) COMIUCF) IMICLRIAM)ALF) 210
211_3-AT3- 8857 8857
ssRNA G(F)AG(MIU(FUMIA(FIAMICFJAIMIC(FIC{F)
AFIUMIUFIUIMIALRICOMIU(FIUTMICIF)ATMBA(F) 211
212_3-AT3- 8929 8928
ssRNA G{FIABIMIAU{FIUIMIA(FIA(MICEF)A(MIC(FIC(F)
ACFIUIMIVIFIUIMAF)CIMI U FY HMCEF (M) AL F} 212
213_3-AT3- 9112 9110
ssRNA GIFIAGIMIAUTFIU(MIAFIAM)CIFIAIMIC(FICF}
A(FUIMIUFRI(M)A(FICEM)UEFIUM)C(F)A(MA(F) 213
214_3-AT3- 8983 8982
ssRNA GFINGIMIUFIUIMIAFIAIMICIRIA(MIC(FICIF)
AFIUMIUIF) U(MIATF)CIM)U(FIUMICIFIA(MA(F) 214
215_3-AT3- 8929 8929
ssRNA GIFYAG(MI*U(FIUIMIA(FIA{M)CIFJA[MIC(FIC(F)
AFIUIM)UCFSUIM)AF) CIMIU(F BMICIFIAIM)A(F) 215
216_3"-AT3- 8988 8985
ssRNA GIFING{MIPL(FIU(MIA(F)A(MICIFIA(M)C(FICIF)
AFIUIMIVIFIUIMIALF CIMUFYUMICIFIA(MIAIF) 216
217_3"-AT3- 8946 8943
ssRNA GIF)AG(MAUIFUMIA(FIA(M)C{FIAMIC{FYCLF)
A(FJUMIU(RIUIVMIALFICIMIUIFYO{MICIFYAIMIA(F) 217
218 _3-AT3- 8854 8854
ssRNA GIF)GMIMUFILIMIALF AWM CFIA(M)C{FICIF)
AFTUMIU(FIUMIATFICIMIUFILU{MICIFIAMBACF) 218
Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 219
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Etapa 158

Se obtuvo un conjugado de acidos nucleicos 219 de cadena sencilla descrito en la Tabla 30 de la misma manera que en
la etapa 40 del Ejemplo 10 utilizando el compuesto 168 sintetizado en la etapa 134.

La secuencia y los resultados de la espectrometria de masas del conjugado de &cidos nucleicos sintetizado en este
Ejemplo se muestran en la Tabla 30.
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Tabla 30
(BN A At Peso molecular
Compuesto Secuencia (5'a 3') tedrico Encontrado
219_5'-B2M- 9529 9528
ssRNA 219 A[F)GIM)G(FIAIMIC{FIU{M)GIF)IG(M)U(FIC(M)
UIFJU(FIU(MICIFIUMIA(FIUIMBCCFIUIM) A C{FIAUEM)
Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 223
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Etapa 159

Se afiadieron el compuesto 37 sintetizado en la etapa 34 del Ejemplo 8 y un oligonucleétido modificado con un grupo
10 amino terminal sintetizado mediante el método descrito en Molecules, Vol. 17, pags. 13825-13843, 2012 y se hicieron
reaccionar mediante el método descrito en Bioconjugate Chemistry, vol. 22, pags. 1723-1728, 2011 o Bioconjugate
Chemistry, Vol. 26, pags. 1451-1455, 2015. Se obtuvo el conjugado de acidos nucleicos 223 de cadena sencilla mediante

purificacion por el método descrito en la etapa 38 del Ejemplo 9.

15 Sintesis de conjugados de acidos nucleicos 220 a 233

Los conjugados de acidos nucleicos de cadena sencilla descritos en las Tablas 33 a 35 se obtuvieron de la misma manera

que en la etapa 159 del Ejemplo 15 utilizando los compuestos descritos en las Tablas 31 y 32.

20 Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en

este Ejemplo se muestran en la Tabla 36.
Tabla 31
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Tabla 36
(B 4 R Peso  molecular
Compuesto Secuencia (5'a 3') teorico Encontrado
220_3'-AT3- 8977 8977
ssRNA G G{MIMUIF)LMIACFYA(M)CEF)AMICIFICF)
AIRUIMUFIUMIATFICIM) UFIUMICIFIAIMIATF) 220
221_3-AT3- 8851 8851
ssRNA GIRAGIMMMU(FIUMIALF ) AMICF)AIMICEFICF)
A[FIIIMIUIRIUMIATFICIMIUFIUIMICIFIA(M)A(F) 221
222 _3'-AT3- 8778 8778
ssRNA GIF)*GIMIMU(R)UIMIA(FIAIMICIFIAIMIC{FIC{F)
AFYUMIUFIUMIA(FICIMOUEF IU(MICIFIATMIALR) 222
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Compuesto Secuencia (5'a 3') tlz;%sric::o molecular Encontrado

(Continuacion)

223 _3-AT3- 8935 8935
ssRNA GIF)“GIMIAU(F)U{M)A(F)A(M)C(FIA[M)C(FICF)
AFIIMIU{FIUMACFICIM)UIFILMICIFIAIMIACF) 223

224 3'-AT3- 8896 8893
ssRNA GIF)NGIMIMU(RIU{M)A(FJAIM)C(RAIMIC(FIC(F)
AFHUIM)U(FIUEM)A(FIC(M) UIFIUIMICIFIAIM)ACF) 224

225_3'-AT3- 8954 8951
ssRNA GF)G(MIMU{FIUIN A (F)AIM)CEF)AIMIC{FIC(F
A[FIIMIUA BIMIACRICIMIUFIUIMICIFIACMIALF) 225

226_3'-AT3- 8912 8909
ssRNA GIFYAG(M)AU(FU(M)ALF)A(MIC(FIAIMICIFICIF)
AFN(MIU(FRUMIAFICIMIUTFIUEMICTFIAIMIALF) 226

227_3-AT3- 8607 8606
ssRNA GIF)AG{MMUIFIU(MIA(RIA(V)C{F)A(M)CIFIC(F)
A(FIUIMIU{FYUEMIA{FICIMIU(RYUIMIC{FIALMIALF) 222

228 3'-AT3- 8883 8882
ssRNA G{F)AG(M)*U(FIUMIA(FJAIMICIF)AM)CIF)C(F)
A{FIU{MIU(FY D{M)AFICIM) U(FJUIMICIPAIMA(F) 228

229_3'-AT3- 8730 8729
ssRNA GIF)AG(MIU(F)UEMIALFIAIM)CIF)AIMICIFICIF)
ARUIMIU(FIUMIAFICIM) UEFIUIMIC(FIA(M)A(F) 229

230_3'-AT3- 9006 9005
ssRNA GIFINGIMIAULF)UMIATF I A(MICIF)AIM)CIFIC(F)
A(FIUIMIUFIUMIARICIM) B(FIU(MICTFIAMMIA(F) 230

231_3'-AT3- 8719 8719
ssRNA G(F)AGIMIAU(F)UMIALFIAM)CIFAMIC(FICF)
AF)UIMIUFIM)AIRICIMIL{FUIMICFIAM)ALF) 231

232_3'-AT3- 8624 8624
ssRNA G(F)*G(MINUFUIMIAF)A(MICIF)A(MICIFIC(F)
A[FJUIMIUGFYU{MIA(RYCIM)UFIUIMIC{FIA[MIA(F) 232

233_3-AT3- 9209 9209
ssRNA GIFGIMIMUIFUIMIA(FIA(MICIFIAIMICIFYCEF)
AFYUIMIUFIV{MIAFICIM)U(FIUIMICTRIAIMIAF) 233

Sintesis de conjugado de acidos nucleicos 234
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Etapa 160

Se obtuvo un conjugado de acidos nucleicos 234 de cadena sencilla de la misma manera que en la etapa 46 del Ejemplo
5 12 utilizando el compuesto 200 sintetizado en la etapa 157 del Ejemplo 14.

Sintesis de conjugados de acidos nucleicos 235 a 250

Los conjugados de acidos nucleicos de cadena sencilla descritos en las Tablas 37 a 40 se obtuvieron cada uno de la

10 misma manera que en la etapa 160, utilizando un compuesto correspondiente seleccionado de los compuestos 171, 174,
177,180, 183, 187 y 200 y los compuestos descritos en las Tablas 23 y 24.
Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en
este Ejemplo se muestran en la Tabla 41.
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Tabla 41
Compuesto Secuencia (5'a 3') Pe,s.o molecular Encontrado
tedrico
235_3'-AT3- 8967 8966
ssRNA G(FIMG{M)*U[F)M)AIFIA{MICIFIAMICIFICF)
A{FIU(MIU(FIU(MIA(FIC(M)U{FIUIM)C(FIA(M)A{F) 235
236_3'-AT3- 9009 9008
ssRNA *G{FIAGIMIAU(FIO(M) AR AIMICIFIAIM)CIFIC(F)
A[FJUMIU(RUIMIALFIC(MIUIFIUIM)CIFIA(MA(F) 236
237_3'-AT3- 9238 9238
ssRNA G(F)MGIMIMUFIL(M)A(F)AM]CIFIA(MICIFIC(F)
AFMU{FHUMIATFICIM DIF U IMICIFIA(M]ALF) 237
238_3'-AT3- 9063 9063
ssRNA GFAGIM)AU{FIUEM)A(FIALMI CIFIA(MICEFICF)
AFNMIUFIJOBATFICIMIUIFIUIMCIFIATMIALF). 238
239_3'-AT3- 9049 9049
ssRNA G(F)AGIM)MU{FU(MIA(FIA(M) C(FIA{MIC(F)C(F)
AFIJIMIULRUIMIATFICIM) VIR UMICIFIA{MIALF) 239
240_3'-AT3- 9049 9048

ssRNA GIF)*G(MPAMUFU(M)A(F) A(M)CIFA(MICIF)C(F)
AFJUIMIU(RIU{MIA(FICIRA) DIFU(MIC(FIAIM)ALF) 240
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Compuesto Secuencia (5'a 3') Fe,s.o molecular Encontrado
edrico
241_3-AT3- 9023 9022
ssRNA GIAMGIMIMUEFIU(MIAFIA(MIC(FA(MC(FIC(F)
A(FIUIMIG{FIUIMIACFICIMIVIFIUIMICPIAIM)ALF) 241
242 _3'-AT3- 9049 9049
ssRNA GFINGIMIMICFIO(MA(FIAIMICIFIAMICIFICIF)
-AFILMIUROIMIAFICM)U(FJUIMICTFIAIM)A(F) 242
243 3-AT3- 9052 9051
ssRNA G(F)AGIMIAUEUIM)AIPAIMICIFIAIMICIFIC(F)
AFUMIUFIVMIALFICIMIUFIUIMICIFIAIVIALF) 243
244 3-AT3- 9010 9009
ssRNA G(FIMG{MIMU(F)U(M)ACF)A(MICIFIAIMICIFICF)
AFIUIMIUEFIG(MIALFICIMI U UIMICIFIAIMIACF) 244
245 3'-AT3- 8966 8966
ssRNA G{FIAG{M)MUIFIU(MIAIFIA(MICIFIA{MICIF)C(F)
A(FIUMIDFILIMIA{FICIMILKFYU(M ) CFIAIMIALF) 245
245 _3'-dT10 Tttttttttt 245 5162 5161
246_3'-AT3- 9024 9023
ssRNA G{FAG(M)*U(FIUIMIAFIAIMIC{F)AMICIFIC(F)
A[FIMIU(RIUMIALFICEM] UIFIU(MICFIAIM)A(F) 246
247 _3'-AT3- 9064 9063
ssRNA GLFIAG(M)*U(FIU(MIA(F]A{M)C{F)A{M]CIF)C(F)
A[FUIMIL{F)U{MJA(FICIM)U(FIUIM]CIFIAIM)A(F) 247
248 3'-AT3- 9066 9064
ssRNA GIFAGIM)MUIFU (MIALFAIMICFIAIMICIFYC(F)
AR UMU(FIUMIAFICIMIVIF)UMIC{FIAIMIA(F) 248
249 3-AT3- 9403 9403
ssRNA G{F)*G{M)*U(F]U(M)A{FIA(MICIFIAMICFIC(F)
AFIUMIUFIUMIATBSCIMIUCR UIMICIFIAIM)ALF) 249
250_3'-AT3- 9036 9037
ssRNA GFYGIM)U{FIVIMIAFIAMMICIFIAIMICIFICIF]

ES 2 858 090 T3

A{FYUIMIUFIUIMIA(FICIMU(F I UIMICFIA{BALF) 250

Sintesis de conjugados de acidos nucleicos 251 a 287

Se obtuvieron conjugados de acidos nucleicos 251 a 287 de doble cadena de la misma manera que en la etapa 39 del
Ejemplo 9 utilizando conjugados de acidos nucleicos de cadena sencilla (ARNcs) 210 a 233 y 235 a 247.

Las secuencias de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en este Ejemplo se muestran en las Tablas 42, 43,
45y 47 a 54.
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Tabla 42
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Tabla 43
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Compuesto Nombre de
sencilla
251_3-AT3- 210_3'-AT3-ssRNA
siRNA
252 _3'-AT3- 211_3'-AT3-ssRNA
siRNA
253_3'-AT3- 212_3'-AT3-ssRNA
siRNA
254 3-AT3- 213_3'-AT3-ssRNA
siRNA
255 3-AT3- 214_3'-AT3-ssRNA
siRNA
256_3'-AT3- 215_3'-AT3-ssRNA
siRNA
257_3'-AT3- 216_3'-AT3-ssRNA
siRNA
258_3'-AT3- 217_3'-AT3-ssRNA
siRNA
259 3-AT3- 218 3'-AT3-ssRNA
siRNA
- AT3-asRNA
Tabla 45
[T A
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xS R 2
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Tabla 46

cadena | Secuencia (5' a 3)

GIFIMGM)MU(F)UIMIATFIA(MICIF)A(MICIFICIF)
AFIUIMULFUIMIALFICIMIU(F{MICTFIAIMA(F) 210

GIF)"G (M} U{F)U(M]A(FIAIMICIFIA(MICIFIC(F}
A[FIUIMIURIUIMIAIFYCIM)UFI UM CIFIAIM)ALF) 211

GFMGIMIAUFIUIMIAFIAGMICRIAIMICEFICEF)
AFJUIMIU(FIUIMIARICIMIU(FIUIMICIFIA(MIALF) 212

GIFINGIMIAU(FIUEMIALFJA(MICIFIAMICIFIC(F)
AFUIMIUFYUMIACFICIMILKFRUIMCFIAIMA(F) 213

GIF)AGIMIAUIFIUEMIALFIA(MICEJA(MIC{FIC(F)
AFFUMIUIF) U(MIAFICMIULFIUIMICIFAIMIA(F) 214

GIF)AGIMIMU{FIUIMIALFIAIMICIF)AIM)CIFICF)
AFJUIMIUIFHUMIATRICIMUTFYUIMICIFIALMIALF) 218

G{FI"GIM) U UMIAFJALMICLF)ATM)CEFICF)
AFIUMIVERU(MIAFICIMIUFIUIMIC(FIAIMIA(F) 216

G(F)AG(MI*UFIU(M)ATFA{M)C{FIAIM)C{FICF)
AFUM)UIFIUIMIALFICIM U(FIUIMICIR) AL MIA(F) 217

GF)AGIM)MUIFL(MIA{F) A(MIC(F)A{M]CIFICTF)
AFJUIMIU(RIUEMIATFICIM ULF ) UEMICIFIA(M)A(F) 218

U{MPPUEEIGIMIATFIAMMIGFIUMIACFIAMMIA(F)

UIMIGIMIGIMIL{FIGIMIUIFIUMIATRIAIMICIFIC{M)AATM)AGE M)
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Nombre de

m t .
Compuesto sencilla

cadena

Secuencia (5'a 3')

218_5'-B2M-ssRNA

260_5'-B2M-

218 ARG(MIGFIAIMIC(FIUIMIG(FIGIMIU{FIC(M)
UEAUFILIMICHFIUIMIAGFIUMICIRIU(M)ACEF)1 AU (M)

siRNA
A[FIGIM)AALRGIM)AFIUEMIALFYGIMIA{F)A(M)A{M)
B2M-asRNA
GIFIAM)C{FICMIALFIGIMUFICIMICTF UIM)AUCF} A GM)
Tabla 47
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Tabla 48
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Tabla 50
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Compuesto

261_3"-AT3-
siRNA

262_3'-AT3-
siRNA

263_3-AT3-
SiRNA

264_3'-AT3-
siRNA

265_3'-AT3-
siRNA

266_3'-AT3-
siRNA

267_3"-AT3-
siRNA
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Nombre de cadena
sencilla

220_3'-AT3-ssRNA

221_3'-AT3-ssRNA

222 _3'-AT3-ssRNA

223_3'-AT3-ssRNA

224 _3'-AT3-ssRNA

225_3'-AT3-ssRNA

226_3'-AT3-ssRNA

Secuencia (5'a 3')

GIFIMGIMIAUIFIVIMBA{FIA(MIC(FIAIM)CIFIC(E)
A(FJUMIUCFIUTMIATRICIMIVFIUIMICIF)AIMACF) 228

G(F}AGIMYMI(FIL{M)A{F)ALMICIF)AIM)TIFIC(F)
AlFYUIMIUCFUIMIATFICIMIU(RIBIMICIFJA(M)A(F) 221

GFIAG{MIAUTF) U(MYA{FIAMICEF)AIMICIFICEF)
AFIUMIULFIUMIATFICIMIUEF U{MICIFIAMMIA(F) 222

GFIAG(MIAURIV(MIA(FIA(M)CLFIAIMICIFIC(F]
AR UIMULFIBIMIACFICIMIUF U(MICFIAIMIA(F) 223

GF)AG(M)MU(FIUIMIA{FJA(MICIFIAIMIC(FICTF)
AFINMIUIEWUIMIALFICIVIUIF UIMICTFIAMIALF) 224

GF)AG(MIMI(FIU(M)AFIA(MICIFIAIMICIFIC(F)
AFYUIMIU(FIUIMIA[FICIM ULF)U{MICIFIA(M)ALF) 225

GIF)AGIMIAU{FIUM)A(F)ALMICIFJA(M)CIF)CEF)
ARU{MIURIUMIA(RICIMIUEF U(MICIFIA(M)ALF) 226
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Tabla 51

Compuesto

268_3'-AT3-
siRNA

269_3'-AT3-
siRNA

270_3'-AT3-
siRNA

271_3"-AT3-
siRNA

272_3'-AT3-
siRNA

273 3-AT3-
SiRNA

274_3'-AT3-
siRNA

ES 2 858 090 T3

Nombre de cadena |Secuencia (5'a 3')
sencilla

(Continuacion)

227_3'-AT3-ssRNA
G{F)AGIM)*U(FIU(MIA(FIA(M)C{FIA(MIC(F)C(F)
A{FIUIMIUTFIUIMIAIFICIMU(FIS(MIC(FIA(MIA(F) 227

228_3'-AT3-ssRNA
G{FI*G(M]* U(FIUIM)A[FIA(MIC{FIA(MICIFICLF)
ARUMPJ{FIUMIALFICIM)UIFIUIMICFIAIMIA(F) 228

229_3'-AT3-ssRNA
GIRNGIMIAUIF) MDA (FIA(MIC(FIAIMIC(FIC(F)
A(ERU{MU(FRUIMIA{FICIMIUF U IM)CTFIALMIALF) 229

230_3'-AT3-ssRNA
GFAG{MJAU(F)UEMIATFIAIMICTF)AMIC(FIC(F)
A{FHHMIUIFIU(MIA{FICIM)ULFIUIMICIFA(MIALF) 230

231_3'-AT3-ssRNA
G(F)ING(M)AU(F UIMIA(FIAIMICFIAIM)C(FIC(F)
AFYU{MIUCFIUIMIA(FICIMULF U(M)CEFIA(MIALF) 231

232_3-AT3-ssRNA
GIFAG(MIAU(E LIMIA{FIA{MICFIAIMICEF)C(F)
AFYUIMIY{F UM IALFICIMIUTF UIM)CIFIAIMIA(F) 232

233_3'-AT3-ssRNA
G(FINGIMIMU(FUMIARIAIMICF)AIMIC(E)CEF)
A(FIUIMIULF) U(MA(FICIMIUIBU(MICIFIA(MIA(F) 233

AT3-asRNA
U{M)AUEFIGIMIATFIA{M] GIFYU{MIA(FIATMIA(F)
UIWMIG{MIGIMILFIG{I UL FIU(MIA{FIAIMIC{FICIMI* A M)A G (V)
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Compuesto
275_3'-AT3-siRNA

276_3'-AT3-siRNA

277_3'-AT3-siRNA

278_3'-AT3-siRNA

279_3'-AT3-siRNA

280_3'-AT3-siRNA

281_3'-AT3-siRNA

282_3'-AT3-siRNA

283_3'-AT3-siRNA

284_3'-AT3-siRNA

285_3'-AT3-siRNA

286_3'-AT3-siRNA

287_3'-AT3-siRNA

ES 2 858 090 T3

Nombre de cadena sencilla |Secuencia (5' a 3')

235_3'-AT3-ssRNA

236_3'-AT3-ssRNA

237_3'-AT3-ssRNA

238_3'-AT3-ssRNA

239_3'-AT3-ssRNA

240_3'-AT3-ssRNA

241_3'-AT3-ssRNA

242 _3'-AT3-ssRNA

243_3'-AT3-ssRNA

244 _3'-AT3-ssRNA

245_3'-AT3-ssRNA

246_3'-AT3-ssRNA

247_3'-AT3-ssRNA

Ejemplo 16 Sintesis de unidad de ligando de azicar-enlace

GIFIAG{MIAUFIU(MIALFIAMICF)A(MIC(FICIF)
AFJUIMIU(FIMIALFICIMILKRY UIM)CEFIAIMIA(F) 235

GIF*G(MIU(FILEMIACFJAIMICIFIAIMIC(FICIF]
AFHIIMIU(F) UIM)A(FICIMIUEFJU(MICIFIA(M)ATF) 236

G{FIAG(MIMUFIUEMIATFIAIMICIFIAIMICFIC(F)
AFIIMURIUIMIAFICOM)UEF UIMICRIAIMIALF] 237

GIFJAGIM)U(F)U(MIA(FIALM)CER)AIM)CIFIC(F)
AFUMIUFIUMIATFICIM) U FIU(MIC(FIAM)A(F) 238

G(F)AG{M)AU{FYUMIA(F)AMICIFJA{MICIFIC(F)
A(FYUMIU(FIUEMIALFICIMUER) HIMICIFIAMIALF) 239

G(FIAGIMMMU(EJUIMIACFIA{M)C(FIAIMICIFIC(F)
AIRUMIURIUIMIATFIC(MIU(FIU(MICEFIA{MbA(F) 240

GIFJAG(M MUFIUMIALFJA(MIC(FIA(MICIFICIF)
A{FIBMU{FUIMIA(FICIMIULFU(M)CIF)A{MIA(F) 241

G(F)"G(M]MU(FIUIM)A{FIA(MICIF)A{MIC(FICIF)
AFIU{MIUFIUEMIACFICIVIU(F U IM)CIFJA(MIALF) 202

GIFGIMIAUIFILIMIA{F ) AIMICIFAIMICTF)CIF)
AFUMIUFIMIAIFICIM) VR UIMICEFIA{M)A(F) 243

G{F)*GIM)U{F) U(M)A(FIAIMICFIAMICIFIC(F]
A{FJU{MIU(FIU(MIA(FICIV)U(FIU{M)CIF)A(MIA(F) 284

GIF)*G[M*UFIL{M)ALF)A(MICIFAIMIC(F)C(F)
AFJVIMIUFIUIMIALFICIMIUTF)J(MICIFIA(M)ACF) 245

G(FGIMIPU(FIUIMIA(F)AMICIFIA(MICIF)C(F)
A(FYU{MIULFIU M) AIRCIMIU(FYUMIC(FIAIM)ALF) 246

GPGIMIAUEILMIARAMICIFAMICRICH
A{FUTMIUFIVIMIATFICIMIUFIUIMICIF)A(MIALF) 247
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Etapa 160

El compuesto 288 se obtuvo en forma de un producto bruto de la misma manera que en la etapa 25 del Ejemplo 4
utilizando el compuesto 133 (0,5 g, 1,365 mmol) sintetizado en la etapa 99 del Ejemplos 13.

Etapa 161

El compuesto 289 se obtuvo en forma de un producto bruto de la misma manera que en la etapa 26 del Ejemplo 4
utilizando el compuesto 288 (0,296 g, 0,247 mmol) sintetizado en la etapa 160 del Ejemplos 16.

Etapa 162

El compuesto 290 (0,110 g, rendimiento: 31%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 8 del Ejemplo 1 utilizando
el compuesto 289 (0,153 g, 0,247 mmol) sintetizado en la etapa 161 del Ejemplo 16 y 1-(2-azidoetil)-r-D-manopirandsido
(0,221 g, 0,989 mmol), sintetizado por el método descrito en Inorganic Chemistry, Vol. 83, pags. 1000-1007, 2011.
ESI-MS m/z: 720 (M + H)*

Etapa 163

El compuesto 291 (0,077 g, rendimiento: 77%) se obtuvo de la misma manera que en la etapa 28 del Ejemplo 5 utilizando
el compuesto 290 (0,110 g, 0,077 mmol) sintetizado en la etapa 162 del Ejemplo 16.
ESI-MS m/z: 1305 (M + H)*

Etapa 164

El compuesto 291 (20 mg, 0,016 mmol), sintetizado en la etapa 163 del Ejemplos 16 y acido 2,5-dioxopirrolidin-1-il 6-
azidohexanoico (10 mg, 0,032 mmol) se disolvieron en tetrahidrofurano (2 mL). A la solucion se afiadié diisopropiletilamina
(0,027 mL, 0,078 mmol) y la mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla se purificé mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa (Waters Corp., X Bridge C18, 5 ym, 4,6 mm x 250 mm, solucion
acuosa de acido trifluoroacético al 0,01%, solucion B: gradiente con acetonitrilo) para obtener el compuesto 292 (1,7 mg,
rendimiento: 8%).

ESI-MS m/z: 1444 (M + H)*
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Etapa 165

El compuesto 291 (20 mg, 0,016 mmol), sintetizado en la etapa 163 del Ejemplo 16 y N-(6-maleimidocaproiloxi)succinimida

5 (9,6 mg, 0,031 mmol) se disolvieron en tetrahidrofurano (2 mL). A la solucién se afiadié diisopropiletilamina (0,027 mL,
0,078 mmol) y la mezcla se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla se purificd mediante cromatografia
liquida de alta resolucion en fase inversa (Waters Corp., X Bridge C18, 5 um, 4,6 mm x 250 mm, solucién acuosa de acido
trifluoroacético al 0,01%, solucién B: gradiente con acetonitrilo) para obtener el compuesto 293 (1,8 mg, rendimiento: 8%).
ESI-MS m/z: 1498 (M + H)*

10
Ejemplo 17 Sintesis de conjugado de acidos nucleicos
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15
Se obtuvo un conjugado de acidos nucleicos 294 de cadena sencilla de la misma manera que en la etapa 40 del Ejemplo
10 utilizando el compuesto 292 sintetizado en la etapa 164 del Ejemplo 16.
Etapa 167
20

Se obtuvo un conjugado de acidos nucleicos 295 de cadena sencilla de la misma manera que en la etapa 38 del Ejemplo
9 utilizando el compuesto 293 sintetizado en la etapa 165 del Ejemplo 16.

Las secuencias y los resultados de la espectrometria de masas de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en
25 este Ejemplo se muestran en la Tabla 56.

Tabla 56
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Peso molecular

Compuesto Secuencia (5'a 3') teérico Encontrado

294 _3'-B2M- - 8692 8691

ssRNA A{FIG(MIG{F)A[MIC{FIU(M)G(FIG(M)U(FIC(M)
U(R(FIUCMICIFIUMIAF)UIMIC(FIUM) C(F) i) 294

295 _3'-Hprt1- 8524 8524

ssRNA U{FICMICIFJU(MIALFIU(M)G(FIAM)CLRILIMIGIFIUM)

A[FIGIMIALFIUIMIUEF) U IM)ULFIA(M)U(F) 285

Los conjugados de &cidos nucleicos de doble cadena descritos en la Tabla 57 se obtuvieron de la misma manera que en
la etapa 39 del Ejemplo 9 utilizando los conjugados de acidos nucleicos descritos en la Tabla 56.

5 Las secuencias de los conjugados de acidos nucleicos sintetizados en este Ejemplo se muestran en la Tabla 58.

Tabla 57
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10 Tabla 58
Nombre de cadena . . ,
Compuesto sencilla Secuencia (5'a 3')

A{F)GIMIGIF)IAMICF) UMIGIFIGIM)U{FICEM)

Ejemplo de Ensayo 5 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra la célula primaria del higado de ratén

296_B2M-siRNA

297 Hprt1-
SiRNA

294_3'-B2M-ssRNA

B2M-as-RNA

295_3'-Hprt1-ssRNA

Hprt1-as-RNA

UHUFIUMICEF U MDA UMICLFIU (MR CLE A UMY 294

AFPGIMIMA(FIGIMIA(FIUIMIAIFIGIM)ALFIAM)AIM)
GIFIAIMIC(FICIM)A{FIGIMIU{FICIMICIFIU(MAULF)AG{M)

U(FICMICFIUM)AIFIUIM)GFIAIMICIF)UM)G(F)U(M)
AFIGIMIAFIU(MIUFIUMIUGFIAMMIULF) 295

p-A{MIUIFA{M)A(F)AMIA[FIU(M)C{FIU(M)A(F)C{MJA(F)
G{MU{FICIVIALFIUIM)ATFIG(M)GIFIA{M)AA(FIAU{M)
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Entre los conjugados de acidos nucleicos obtenidos en los Ejemplos y Ejemplos Comparativos, los descritos en la Tabla
59 se transfirieron cada uno a células de higado primarias de ratén derivadas de CD-1 (fabricadas por Life Technologies
Corp., N° Catalogo MSCP10) mediante el siguiente método.

Cada uno de los conjugados de acidos nucleicos diluido con Opti-MEM (Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., 31985) de
manera que la concentracion final fuera de 30, 10 o 3 nmol/L se dispensé a razén de 20 pL/pocillo a una placa de cultivo
de 96 pocillos. A continuacién, se inocularon células primarias del higado de ratén suspendidas en Medio E de William
(fabricado por Life Technologies Corp., N° de catalogo A12176-01) que contenia Complementos de Descongelacion y
Recubrimiento de Hepatocitos Primarios (fabricado por Life Technologies Corp., N° de Catalogo CM3000) a 12500
células/80uL/pocillo a la misma y se cultivaron a 37°C durante 6 horas bajo condiciones de 5% de CO,. A continuacion,
se eliminé cuidadosamente el sobrenadante del cultivo y se afiadio a ello medio E de William que contenia Complementos
de Descongelacion y Recubrimiento de Hepatocitos Primarios (fabricado por Life Technologies Corp., N° de Catalogo
CM4000). Las células no tratadas se inocularon como un grupo de control negativo.

Las células que albergan cada una de las preparaciones se cultivaron a 37°C durante 18 horas en una incubadora a 5%
de CO; y se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato enfriada con hielo. La recuperacion de ARN total y la
preparacion de ADNc a través de la reaccion de transcripcion inversa utilizando el ARN total obtenido como molde se
realizaron utilizando el kit SuperPrep Cell Lysis & RT para gPCR (fabricado por Toyobo Co., Ltd., nimero de catalogo
SCQ-201) de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas al producto.

El ADNc obtenido se utilizd como molde en la reaccion PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica
TagMan(R) (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) como una sonda y el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio
12K Flex (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto
para amplificar el inhibidor de la peptidasa de serpina, clado C (antitrombina), gen del miembro 1 (también denominado
antitrombina 1ll; en lo sucesivo, AT3) y un gen expresado constitutivamente D-gliceraldehido-3-fosfato gen de la
deshidrogenasa (en lo sucesivo, gapdh). Se midieron sus respectivos niveles de amplificacion de ARNm, y se calculé el
valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 con el nivel de amplificacion de ARNm de gapdh como control interno. La tasa
de expresion de ARNm de AT3 se determiné a partir del valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 cuando el valor semi-
cuantitativo de ARNm de AT3 en el control negativo medido de la misma manera que antes se definié como 1. Los
resultados obtenidos sobre la tasa de expresion de ARNm de AT3 se muestran en las Tablas 60 a 66 como una tasa de
inhibicion frente a la tasa de expresion de ARNm de AT3 del control negativo.

Tabla 59
Sustancia de ensayo N° Compuesto N°
1 AT3-siRNA
2 53(3'-AT3-siRNA)
3 42(3'-AT3-siRNA)
4 264(3'-AT3-siRNA)
5 261(3'-AT3-siRNA)
6 285(3'-AT3-siRNA)
7 251(3'-AT3-siRNA)
8 252(3'-AT3-siRNA)
9 275(3'-AT3-siRNA)
10 276(3'-AT3-siRNA)
11 277(3'-AT3-siRNA)
12 278(3'-AT3-siRNA)
13 279(3'-AT3-siRNA)
14 280(3'-AT3-siRNA)
15 281(3'-AT3-siRNA)
16 282(3'-AT3-siRNA)
17 283(3'-AT3-siRNA)
18 284(3'-AT3-siRNA)
19 262(3'-AT3-siRNA)
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Tabla 61

Tabla 62
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‘Sustancia de ensayo N°

|Compuesto N°

‘ (Continuacion) |

20 263(3-AT3-siRNA
21 255(3-AT3-siRNA)
22 253(3-AT3-siRNA)
23 254(3-AT3-siRNA)
24 257(3-AT3-siRNA)
25 256(3-AT3-siRNA)
26 258(3-AT3-siRNA)
27 266(3-AT3-SiRNA)
28 265(3-AT3-SiRNA)
29 267(3-AT3-siRNA)
30 268(3-AT3-siRNA)
31 269(3-AT3-siRNA)
32 270(3-AT3-siRNA)
33 271(3-AT3-siRNA)
34 272(3-AT3-siRNA)
35 273(3-AT3-siRNA)
36 274(3-AT3-siRNA)
37 286(3-AT3-siRNA)
38 287(3-AT3-siRNA)

‘Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

| Dosis [nmol/L]

‘Sustancia de ensayo N° |30 | 10 |3

1 16,24 7,51 19,07
2 1,77 -0,39 111,50
3 78,72 64,66 135,07
4 179,29 165,43 136,90
5 73,61 162,53 40,42
‘Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

‘ | Dosis [nmol/L]

‘Sustancia de ensayo N° |3O | 10 |3

1 18,78 112,29 3,78
6 189,90 79,76 56,89
7 183,00 76,72 156,30
8 181,80 76,27 155,76
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‘Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

| Dosis [nmol/L]

‘Sustancia de ensayo N° |30 | 10 |3

1 -4,22 -9,92 -6,34
9 96,88 191,91 73,54
10 96,70 193,00 180,95
11 197,58 195,21 186,62
12 97,13 94,73 82,98
13 97,97 94,97 83,79
14 197,41 93,87 82,14
15 97,38 93,23 79,17
‘Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

‘ | Dosis [nmol/L]

‘Sustancia de ensayo N° |3O | 10 |3

1 4,23 6,14 9,84

16 98,66 97,09 190,01
17 197,26 96,22 83,87
18 197,90 95,52 84,55
‘Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

| Dosis [nmol/L]

‘Sustancia de ensayo N° |3O | 10 |3

1 123,69 20,34 14,53
19 186,37 79,19 162,23
20 187,08 74,57 150,87
21 189,22 81,76 156,49
22 92,86 84,12 51,84
23 84,52 76,64 48,04
‘Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

‘ | Dosis [nmol/L]

‘Sustancia de ensayo N° |3O | 10 |3

1 0,23 8,53 2,86

24 96,58 192,42 78,16
25 94,48 89,26 72,88
26 94,47 92,33 71,75
27 96,76 93,45 76,89
28 195,70 92,72 68,85
29 96,84 93,35 78,31
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Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

Dosis [nmol/L]

Sustancia de ensayo N° 30 10 3

30 94,26 89,68 71,60
31 95,63 91,91 71,05
32 95,65 91,54 72,53
33 94,91 91,84 79,27

Tabla 66
Nivel de ARNm de AT3 [% tasa de inhibicion]

Dosis [nmol/L]

Sustancia de ensayo N° 30 10 3

1 -3,22 10,06 -12,88
34 97,67 96,70 88,26
35 97,18 96,13 89,84
36 96,80 95,47 87,56
37 98,10 96,09 88,26
38 97,55 96,19 88,25

Como es evidente a partir de las Tablas 60 a 66, el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion (sustancia de
ensayo N% 3 a 38) inhibio la expresion de ARNm del gen AT3 después de la transferencia a células del higado primarias
de ratén.

Ejemplo de Ensayo 6 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra raton

Entre los conjugados de acidos nucleicos obtenidos en los Ejemplos y Ejemplos Comparativos, los descritos en la Tabla
59 se sometieron cada uno a un test de evaluacion in vivo mediante el siguiente método. Cada uno de los conjugados de
acidos nucleicos utilizados se diluyé con solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS) (fabricada por
Nacalai Tesque, Inc.) de acuerdo con el ensayo. Después de la aclimatacion de los ratones (BALB/cA, obtenidos de CLEA
Japan Inc.), se administré cada uno de los conjugados de acidos nucleicos a 1,5 mg/kg o 0,5 mg/kg a los ratones mediante
inyeccion subcutanea. Para un grupo de control, se administré PBS solo a los ratones mediante inyeccion subcutanea.
Tres dias después de la administracion, se extrajo sangre de la vena poscava bajo anestesia con isoflurano. La sangre
recogida se mezcldé con una solucion anticoagulante que contenia citrato de sodio 3,2 M y D-glucosa 5 mmol/L en una
relacién de volumen de 9:1, y se recuperé un sobrenadante después de la centrifugacion para obtener plasma. Después
de la recogida de sangre, los animales fueron sacrificados y los higados fueron recolectados y crioconservados en
nitrégeno liquido. A partir de las muestras de higado crioconservadas, se recuperd el ARN total utilizando Reactivos de
Aislamiento de ARN TRIzol(R) (fabricados por Life Technologies Corp., N° de Catalogo 15596026) y RNeasy Mini Kit
(fabricado por Qiagen N.V., N° de Catalogo 74106) de acuerdo con los métodos descritos en las instrucciones adjuntas a
los productos. ADNc se preparé adicionalmente mediante una reaccion de transcripcion inversa con el ARN total obtenido
como molde utilizando el kit de sintesis de ADNc Transcriptor First Strand (fabricado por F. Hoffmann-La Roche, Ltd., N°
de Catalogo 04897030001) de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas al producto. EI ADNc obtenido
se utilizéd como molde en la reaccién de PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica TagMan(R) (fabricada
por Applied Biosystems, Inc.) como una sonda y el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio 12K Flex (fabricado por
Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto para amplificar el gen
AT3y el gen gapdh. Se midieron sus respectivos niveles de amplificacion de ARNm, y se calcul6 el valor semi-cuantitativo
de ARNm de AT3 con el nivel de amplificacion de ARNm de AT3 como control interno. La tasa de expresion de ARNm de
AT3 se determind a partir del valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3 cuando el valor semi-cuantitativo de ARNm de AT3
en el grupo control medido de la misma manera que antes se definié como 1. Ademas, una concentracion de proteina
AT3 en el plasma se midio utilizando el kit ELISA de Raton Antitrombina Il (fabricado por Abcam Inc., N° de Catalogo
ab108800) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto. La tasa de inhibiciéon obtenida de la
expresion de ARNm de AT3 y la concentracion de proteina AT3 en el plasma se muestran en las Tablas 67 a 69.

Tabla 67
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Tabla 68

Tabla 69
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tasa de inhibicion]

Nivel de ARNm de AT3 en higado [%

plasma [ug/mL]

Concentracion de proteina AT3 en

| Dosis [mg/kg]

| Dosis [mg/kg]

Sustancia

de

onsaro N° 1,5 ‘0,5 1,5 ‘0,5
Control - 323,05
2 -13,30 -15,10 303,47 375,88
3 42,85 14,50 212,26 258,78
4 26,74 119,04 243,16 336,67
5 110,76 1,56 281,52 377,74
6 169,39 33,88 160,10 278,20
7 46,36 23,11 189,61 306,61
8 44,26 27,25 205,49 232,32
Nivel de ARNm de AT3 en higado [% |Concentracién de proteina AT3 en
tasa de inhibicion] plasma [ug/mL]
‘ | Dosis [mg/kg] | Dosis [mg/kg]
e %15 ‘0,5 15 ‘0,5
Control - 406,25
}9 I52,36 I33,71 I207,82 I271,94
10 46,36 19,93 189,70 283,51
11 161,22 30,09 161,69 263,98
12 66,19 135,34 153,92 256,08
13 163,52 28,98 175,91 277,52
14 166,26 30,95 147,01 248,54
15 61,97 26,39 153,46 258,51
16 54,95 45,75 175,40 234,00
17 50,93 29,41 149,33 266,16
18 57,82 132,22 180,48 314,41
Nivel de ARNm de AT3 en higado [% |Concentracién de proteina AT3 en
tasa de inhibicion] plasma [ug/mL]
‘ | Dosis [mg/kg] | Dosis [mg/kg]
e %15 ‘0,5 15 ‘0,5
‘ Control | - |430,38
19 150,65 26,74 235,75 294,03
20 33,17 16,66 228,00 334,38
21 42,26 25,95 230,60 298,86
22 44,79 112,90 233,16 207,65
24 76,00 139,22 125,91 258,13
25 165,05 139,20 154,28 242,88
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Nivel de ARNm de AT3 en higado [% |Concentracion de proteina AT3 en

tasa de inhibicion] plasma [ug/mL]

Dosis [mg/kg] Dosis [mg/kg]
27 77,76 37,94 143,83 255,37
28 46,70 21,10 233,87 312,41
29 73,38 30,03 161,78 237,47
30 68,94 25,92 169,58 222,12
31 55,87 17,95 172,05 273,52
32 55,38 7,30 200,17 286,96
33 53,60 -8,73 207,01 290,95

Como es evidente a partir de las Tabla 67 a 69, el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencién (sustancia de
ensayo N°s 3a 22, 24, 25 y 27 a 33) redujo la expresion del gen AT3 y disminuy6 la concentracion de proteina AT3 en
sangre in vivo.

Ejemplo de Ensayo 7 Actividad In vitro del conjugado de acidos nucleicos contra la célula del higado primaria humana

ARNip de B2M (sustancia de ensayo 39) y ARNip de 260_3-B2M (sustancia de ensayo 40) obtenidos en el Ejemplo 15
se transfirieron cada uno a células del higado primarias humanas (fabricadas por Biopredic International, N° de Catalogo
HEP187) mediante el siguiente método.

Cada uno de los conjugados de acidos nucleicos diluido con Opti-MEM (Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc., 31985) de
manera que la concentracion final fuera de 300, 100, 30, 10, 3 o 1 nmol/L se dispensé a razén de 20 yL/pocillo a una
placa de cultivo de 96 pocillos. Entonces, las células del higado primarias humanas se suspendieron a razén de 1,25 x
10% células/mL en medio de Plating (fabricado por Biopredic International, N° de Catalogo LV0304-2) se inocularon en
células/80pL/ pocillo a los mismos y se cultivaron a 37°C durante 6 horas en condiciones de 5% de CO2. A continuacion,
se elimind cuidadosamente el sobrenadante del cultivo y a ello se afiadié medio de incubacion (fabricado por Biopredic
International, N° de Catalogo LV0304-2). Las células no tratadas se inocularon como un grupo de control negativo.

Las células que albergan cada una de las preparaciones se cultivaron a 37°C durante 18 horas en una incubadora a 5%
de CO; y se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato enfriada con hielo. La recuperacion de ARN total y la
preparacion de ADNc a través de la reaccion de transcripcion inversa utilizando el ARN total obtenido como molde se
realizaron utilizando el kit SuperPrep Cell Lysis & RT para gPCR (fabricado por Toyobo Co., Ltd., niumero de catalogo
SCQ-201) de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas al producto.

El ADNc obtenido se utiliz6 como molde en la reaccion de PCR utilizando la Sonda de Ensayo de Expresion Génica
TagMan(R) (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) como una sonda y el Sistema de PCR en Tiempo Real QuantStudio
12K Flex (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto
para amplificar el gen de microglobulina beta-2 (al que se alude en adelante como B2M) y un gen expresado
constitutivamente D-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (al que se alude en adelante como gapdh). Se midieron sus
respectivos niveles de amplificacion de ARNm, y se calculd el valor semi-cuantitativo de ARNm de B2M con el nivel de
amplificacion de ARNm de gapdh como control interno. La tasa de expresion de ARNm de B2M se determind a partir del
valor semi-cuantitativo de ARNm de B2M cuando el valor semi-cuantitativo de ARNm de B2M en el control negativo
medido de la misma manera que antes se definid como 1. Los resultados obtenidos sobre la tasa de expresion de ARNm
de B2M se muestran en la Tabla 70 como una tasa de inhibicion frente a la tasa de expresién de ARNm de B2M del
control negativo.

Tabla 70
Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo ARNip de 39(B2M)
Dosis [nmol/L] 300 100 30 10 3 1
Nivel de ARNm de B2M [% tasa de inhibicion] |37,1 |34,1 (23,2 20,7 9,9 -6,4
Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo ARNip de 40(260_3'-B2M)
Dosis [nmol/L] 300 100 30 10 3 1

Nivel de ARNm de B2M [% tasa de inhibicion] |189,3 84,0 77,2 61,9 40,0 [15,8

Ejemplo de Ensayo 8 Evaluacion de la actividad de inactivacion de ARNm del conjugado de acidos nucleicos contra
células macréfagas derivadas de monocitos humanos
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Se lisaron células humanas de monocitos CD14-positivos (monocitos NPB-CD14 + congelados sin tocar, fabricados por
AllCells, PB0O11F) de acuerdo con el protocolo adjunto utilizando medio RPMI1640 (fabricado por Nacalai Tesque, Inc.,
30264-56) que contenia suero bovino fetal al 10% (al que se alude en adelante como medio FBS RPMI1640 al 10%) y
solucién de DNasa | (fabricada por StemCell Technologies Inc.,

07900). A continuacién, se afiadié a ello proteina CF de GM-CSF humana recombinante (fabricada por R&D Systems,
Inc., 215-GM-050/CF) (a la que se alude en adelante como GM-CSF) de manera que la concentracion final fue de 100
ng/mL. Las células se inocularon a una densidad de 108 células/mL a una multi-placa (fabricada por SUMILON/Sumitomo
Bakelite Co., Ltd., MS-8196F5) y se cultivaron a 37°C bajo condiciones de 5% de CO..

Seis dias después del inicio del cultivo, se elimino el sobrenadante del cultivo y se afiadieron a cada uno de los pocillos
80 uL de medio FBS RPMI1640 al 10% que contenia 100 ng/mL de GM-CSF.

Las muestras de ensayo utilizadas eran conjugado de acidos nucleicos ARNip 296_3'-B2M (sustancia de ensayo 41) que
fija como objetivo microglobulina beta-2 (a la que se alude en adelante como B2M) y HPRT-1 y ARNip de B2M (sustancia
de ensayo 42) como control correspondiente al conjugado de acidos nucleicos. La concentracion final de la muestra de
ensayo se establecié en 3 concentraciones: 1 pmol/L, 0,3 ymol/L y 0,1 ymol/L: El ensayo se realiz6 a N = 3.

La solucion de conjugado de acidos nucleicos se diluyé mediante los siguientes procedimientos: se diluyé una solucion
de acidos nucleicos preparada con una soluciéon tampoén citrato (citrato 20 mM (pH 7), NaCl 150 mM) utilizando medio de
suero reducido Opti-MEM(R) | (fabricado por Life Technologies Corp., 31985-070). Se afadieron 20 pL de la solucion de
acidos nucleicos diluida al lisado celular, al tiempo que se afiadian 20 pL de una solucién tampdn de citrato libre de acidos
nucleicos/solucién mixta Opti-MEM al grupo de control negativo, seguido de cultivo a 37°C bajo condiciones de 5% de
CO2 durante 4 dias.

Se preparé un lisado celular que contenia ARN utilizando el kit SuperPrep(R) Cell Lysis & RT para qPCR (fabricado por
Toyobo Co., Ltd., SCQ-101), y se prepar6 ADNc mediante una reaccioén de transcripcion inversa utilizando el kit RT para
gPCR unido al kit de acuerdo con las instrucciones adjuntas al kit.

Este ADNCc se utilizé como molde para la reaccion PCR, y el método de la sonda Tagman se llevé a cabo utilizando
QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (fabricado por Applied Biosystems, Inc.) de la siguiente manera: en el caso
de cuantificar un efecto de inactivacion en el gen B2M, B2M y genes HPRT-1 de control se sometieron cada uno a una
reaccion de PCR. Se midieron sus respectivos niveles de amplificacion de ARNm, y se calcul6 el valor semi-cuantitativo
de ARNm de B2M con el nivel de amplificacion de ARNm de HPRT-1 como un control interno.

El gen B2M se midi6 utilizando la sonda TagMan Hs00187842_m1 (fabricada por Applied Biosystems, Inc.) y utilizando
TagMan Gene Expression Master Mix (fabricada por Applied Biosystems, Inc., 4369542) como reactivo de reaccion de
acuerdo con el protocolo adjunto. El nivel de ARNm diana del &cido nucleico se calculé como una relacién relativa cuando
el nivel de ARNm de B2M en el grupo de control negativo (grupo de acidos nucleicos no transferido) se definié como 1.
Los resultados que indican la relacién relativa del nivel de ARNm por media + desviacién estandar se muestran en la
Tabla 71.

Tabla 71
Sustancia de ensavo Sustancia de ensayo 42 Sustancia de ensayo 41 (ARNip
y (ARNip de B2M) de 296_3'-B2M)
Dosis [nmol/L] 1 10,3 0,1 1 0,3 0,1
i 0,
Nivel de ARNm de B2M [% 15 16,5 -0,08 40,9 347 29.0

tasa de inhibicion]

Estos resultados demostraron que el conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion (sustancia de ensayo 41)
exhibe un efecto de inactivacion significativo sobre los macréfagos derivados de monocitos humanos, en comparacion
con el ARNip de B2M control (sustancia de ensayo 42).

Aplicabilidad Industrial

El conjugado de acidos nucleicos de la presente invencion puede utilizarse para tratar diversas enfermedades
relacionadas in vivo mediante administracién a mamiferos.

Ensayo Libre de Listado de Secuencias
SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de nucledtidos de ApoBASO.

SEQ ID NO: 2 representa la secuencia de nucledtidos de ARN de AT3.
SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de nucleétidos de ARN de AT3.
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SEQ ID NO: 4 representa la secuencia de nucledtidos de ARN de B2M.
SEQ ID NO: 5 representa la secuencia de nucledtidos de ARN de B2M.
SEQ ID NO: 6 representa la secuencia de nucledtidos de CD45AS0.
SEQ ID NO: 7 representa la secuencia de nucledtidos de 3'-dT10.

SEQ ID NO: 8 representa la secuencia de nucledtidos de ARN de Hprt1.
SEQ ID NO: 9 representa la secuencia de nucledtidos de ARN de Hprt1.

LISTA DE SECUENCIAS

[0612]

<110> KYOWA HAKKO KIRIN CO., LTD.
<120> CONJUGADO DE OLIGONUCLEOTIDOS
<130> K1635AHPO00O1

<150> JP 2016-016707

<151> 2016-01-29

<160> 9

<170> PatentIn versioén 3.5
<210> 1

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ApoBASO

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(1)

<223> LNA

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (2)..(2)

<223> LNAmC

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (2)..(13)

223> 5’ -fosfonotioato

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (11)..(11)

<223> LNA

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (12)..(12)

<223> LNAmC

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (13)..(13)

<223> LNA

<400> 1

gnattggtat tna 13

<210> 2

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ARNcs de AT3

<220>

<221> base_modificada
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
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(1)..(1)

2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada

(2)..(2)
gm
caracteristica misceldnea

(2)..(3)

5° -fosfonotioato
base_modificada
(3)..(3)

2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada

(4)..(4)
um
base_modificada

(5)..(5)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(6)..(6)

2'-0-metiladenosina

base_modificada

(7). .(7)

2'-desoxi-2'-fluorocitidina

base_modificada

(8)..(8)

2'-0-metiladenosina

base_modificada

(9)..(10)

2'-desoxi-2"'-fluorocitidina
base_modificada

(11)..(11)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(12)..(12)
um
base_modificada

(13)..(13)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada

(14)..(14)
um
base_modificada

(15)..(15)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
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base_modificada

(16)..(16)
cm
base_modificada

(17)..(17)

<223> 2'-desoxi-2"'-fluorouridina
<220>

<221> base_modificada

<222> (18)..(18)

<223> um

<220>

<221> base_modificada

<222> (19)..(19)

<223> 2'-desoxi-2'-fluorocitidina
<220>

<221> base_modificada

<222> (20)..(20)

<223> 2'-0-metiladenosina

<220>

<221> base_modificada

<222> (21)..(21)

<223> 2'-desoxi-2'-fluoroadenosina
<400> 2

gguuaacacc auuuacuuca a 21
<210> 3

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ARNas de AT3

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)

<223> um

<220>

<221> base_modificada

<222> (2)..(2)

<223> 2'-desoxi-2"'-fluorouridina
<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (2)..(3)

223> 5’ -fosfonotioato

<220>

<221> base_modificada

<222> (3)..(3)

<223> gm

<220>

<221> base_modificada

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

(4)..(4)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina
base_modificada
(5)..(5)

2'-0-metiladenosina

base_modificada
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
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(6)..(6)

2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada

(7)..(7)
um
base_modificada

(8)..(8)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(9)..(9)

2'-0-metiladenosina
base_modificada

(10)..(10)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(11)..(11)
um
base_modificada

(12)..(13)
gm
base_modificada

(14)..(14)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada

(15)..(15)
gm
base_modificada

(16)..(16)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada
(17)..(17)
um

base_modificada
(18)..(18)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada
(19)..(19)
2'-0-metiladenosina

base_modificada
(20)..(20)
2'-desoxi-2"'-fluorocitidina

base_modificada

(21)..(21)
cm
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
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base_modificada
(22)..(22)
2'-0-metiladenosina

caracteristica misceldnea
(22)..(23)

<223> 5’ -fosfonotioato

<220>

<221> base_modificada

222> (23)..(23)

<223> gm

<400> 3

uugaaguaaa ugguguuaac cag 23
<210> 4

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ARNcs de B2M

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)

<223> 2'-desoxi-2'-fluoroadenosina
<220>

<221> base_modificada

<222> (2)..(2)

<223> gm

<220>

<221> base_modificada

<222> (3)..(3)

<223> 2'-desoxi-2'-fluoroguanosina
<220>

<221> base_modificada

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

(4)..(4)

2'-0-metiladenosina

base_modificada

(5)..(5)

2'-desoxi-2'-fluorocitidina

base_modificada

(6)..(6)

um
base_modificada
(7)..(7)

2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada

(8)..(8)
gm
base_modificada

(9)..(9)

2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
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(10)..(10)
cm
base_modificada

(11)..(12)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada
(13)..(13)
um

base_modificada
(14)..(14)
2'-desoxi-2'-fluorocitidina

base_modificada

(15)..(15)
um
base_modificada

(16)..(16)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada
(17)..(17)
um

base_modificada
(18)..(18)
2'-desoxi-2'-fluorocitidina

base_modificada

(19)..(19)
um
base_modificada

(20)..(20)

<223> 2'-desoxi-2'-fluorocitidina
<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (20)..(21)

<223> 5’ -fosfonotioato

<220>

<221> base_modificada

<222> (21)..(21)

<223> um

<400> 4

aggacugguc uuucuaucuc u 21
<210> 5

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ARNas de B2M

<220>

<221> base_modificada

<222>
<223>

(1)..(1)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
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base_modificada

(2)..(2)
gm
caracteristica misceldnea

(2)..(3)

5° -fosfonotioato
base_modificada
(3)..(3)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(4)..(4)
gm
base_modificada

(5)..(5)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(6)..(6)
um
base_modificada

(7). .(7)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(8)..(8)
gm
base_modificada

(9)..(9)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada
(10)..(11)
2'-0-metiladenosina

base_modificada
(12)..(12)
2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada
(13)..(13)
2'-0-metiladenosina

base_modificada

(14)..(14)
2'-desoxi-2"'-fluorocitidina
base_modificada

(15)..(15)
cm

base_modificada
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<222> (16)..(16)

<223> 2'-desoxi-2'-fluoroadenosina
<220>

<221> base_modificada

222> (17)..(17)

<223> gm

<220>

<221> base_modificada

<222> (18)..(18)

<223> 2'-desoxi-2"'-fluorouridina
<220>

<221> base_modificada

<222> (19)..(19)

<223> cm

<220>

<221> base_modificada

<222> (20)..(20)

<223> 2'-desoxi-2'-fluorocitidina
<220>

<221> base_modificada

<222> (21)..(21)

<223> um

<220>

<221> base_modificada

222> (22)..(22)

<223> 2'-desoxi-2"'-fluorouridina
<220>

<221> caracteristica miscelanea
222> (22)..(23)

<223> 5’ -fosfonotioato

<220>

<221> base_modificada

<222> (23)..(23)

<223> gm

<400> 5

agagauagaa agaccagucc uug 23
<210> 6

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CD45ASO0

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(4)

<223> LNA

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (2)..(16)

<223> 5’ -fosfonotioato

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (13)..(1e6)

<223> LNA

<400> 6

ccaaatgcca agagtt 16

<210> 7

<211> 10
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> 3'-dT10

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(1)

<223> ARN

<400> 7

tttttttttt 10

<210> 8

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> ARNcs de Hprtl

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> 2'-desoxi-2"'-fluorouridina
<220>

<221> base_modificada
<222> (2)..(2)

<223> cm

<220>

<221> base_modificada
<222> (3)..(3)

<223> 2'-desoxi-2'-fluorocitidina
<220>

<221> base_modificada
<222> (4)..(4)

<223> um

<220>

<221> base_modificada

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

(5)..(5)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(6)..(6)
um
base_modificada

(7)..(7)

2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada

(8)..(8)

2'-0-metiladenosina
base_modificada

(9)..(9)
2'-desoxi-2'-fluorocitidina
base_modificada

(10)..(10)
um

base_modificada

179



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>
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(11)..(11)
2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada

(12)..(12)
um
base_modificada

(13)..(13)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(14)..(14)
gm
base_modificada

(15)..(15)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(16)..(16)
um
base_modificada

(17)..(17)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada

(18)..(18)
um
base_modificada

(19)..(19)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada
(20)..(20)
2'-0-metiladenosina

base_modificada

(21)..(21)
2'-desoxi-2"'-fluorouridina
8

uccuaugacu guagauuuua u 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

9

23

ARN

Secuencia artificial

ARNas de Hprtl
base_modificada
(1)..(2)
2'-0-metiladenosina
base_modificada

(1)..(1)

5’ -fosforilo
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
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base_modificada

(2)..(2)

2'-desoxi-2"'-fluorouridina

base_modificada

(3)..(3)

2'-0-metiladenosina

base_modificada

(4)..(4)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(5)..(5)

2'-0-metiladenosina
base_modificada
(6)..(6)

2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(7)..(7)
um
base_modificada

(8)..(8)

2'-desoxi-2'-fluorocitidina

base_modificada

(9)..(9)
um
base_modificada

(10)..(10)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(11)..(11)
cm
base_modificada

(12)..(12)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(13)..(13)
gm
base_modificada

(14)..(14)
2'-desoxi-2'-fluorouridina

base_modificada
(15)..(15)
cm

base_modificada
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

(16)..(16)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(17)..(17)
um
base_modificada

(18)..(18)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

base_modificada

(19)..(19)
gm
base_modificada

(20)..(20)
2'-desoxi-2"'-fluoroguanosina

base_modificada
(21)..(21)
2'-0-metiladenosina

base_modificada
(22)..(22)
2'-desoxi-2"'-fluoroadenosina

caracteristica misceldnea
(22)..(23)
5’ -fosfonotioato

base_modificada
(23)..(23)

um

9

auaaaaucua cagucauagg aau 23
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de acidos nucleicos que tiene una estructura representada por las siguientes formulas 7-1 a 7-9:
Farmula 7-1:

Foérmula 7-2:

L
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Farmula 7-3:

S3X

Foérmula 7-4:
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Fdrmula 7-5:

Férmula 7-6:
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Farmula 7-7:

Férmula 7-8:

Lz
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Farmula 7-9:

en donde

X es un oligonucledétido,

L1y L2 son, cada uno independientemente, un ligando de azucar, y
S3 es un enlazador.

2. El conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el ligando de azucar es manosa o N-
acetilgalactosamina.

3. El conjugado de éacidos nucleicos de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el oligonucleétido comprende un
nucleotido modificado.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de acidos nucleicos de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la composiciéon farmacéutica es para
transferir a una célula.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la célula es una célula del higado.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde la composicion
farmacéutica es para la administracion por via intravenosa o subcutanea.

8. Un conjugado de &cidos nucleicos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso como
medicamento.

9. Una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 para uso como
medicamento.
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