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DESCRIPCIÓN 

Molécula de ácido nucleico monocatenario que tiene función de suministro y capacidad de control de la expresión génica 

Campo técnico 

La presente invención se refiere a una molécula de ácido nucleico monocatenario que tiene una función de suministro 
y capacidad de regulación de la expresión génica, una composición que la contiene y su uso. 5 

Antecedentes de la técnica 

Como técnica para inhibir la expresión génica, por ejemplo, se conoce la interferencia de ARN (ARNi) (documento no 
de patente 1). La inhibición de la expresión génica por interferencia de ARN generalmente se lleva a cabo, por ejemplo, 
administrando una molécula corta de ARN bicatenaria a una célula o similar. La molécula de ARN bicatenaria antes 
mencionada se denomina generalmente ARNip (ARN de interferencia pequeño). Se ha descrito que la expresión 10 
génica también se puede inhibir mediante una molécula de ARN circular que tiene una cadena doble formada 
parcialmente en ella mediante reasociación intramolecular (documento de patente 1). Sin embargo, en estas técnicas, 
las moléculas de ARN para inducir la inhibición de la expresión génica tienen los siguientes problemas. 

Primero, para producir el ARNip antes mencionado, es necesario sintetizar una cadena paralela y una cadena antiparalela 
por separado e hibridar estas cadenas al final del procedimiento. Por lo tanto, existe un problema de baja eficiencia de 15 
fabricación. Además, cuando se administra el ARNip mencionado anteriormente a una célula, es necesario administrar 
el ARNip a la célula a la vez que se reprime la disociación a los ARN monocatenarios, lo que requiere una laboriosa tarea 
de establecer las condiciones para manipular el ARNip. La molécula de ARN circular tiene el problema de que su síntesis 
es difícil. Para hacer frente a la situación, los autores de la presente invención construyeron una nueva molécula de ácido 
nucleico monocatenario que resuelve el problema (documentos de patente 2, 3). 20 

El documento de patente 4 describe la modificación química de ARN de horquilla pequeños para inhibir la expresión 
génica. 

El documento de patente 5 describe moléculas de ácido nucleico monocatenario que tienen una cadena principal de 
aminoácidos. 

Lista de documentos 25 

Documentos de patente 

documento de patente 1: JP-A-2008-278784 

documento de patente 2: WO 2012/017919 

documento de patente 3: WO 2013/180038 

documento de patente 4: WO 2011/0087305 30 

documento de patente 5: EP 2801617 

Documento no de patente 

documento no de patente 1: Fire, et al., Nature, vol. 391, págs. 806-811, 1998 

Sumario de la invención 

Problemas para resolver por la invención 35 

Además, se requiere que dicha nueva molécula de ácido nucleico monocatenario realice además una función superior 
de suministro al tejido o célula diana. 

Por lo tanto, la presente invención tiene como objetivo proporcionar un ácido nucleico monocatenario que tenga una 
función de suministro y que sea capaz de inhibir la expresión de un gen diana. 

Medios para resolver los problemas 40 

Para lograr el objeto antes mencionado, la molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención es una 
molécula de ácido nucleico monocatenario para inhibir la expresión de un gen diana, que consiste en una región (X), 
una región conectora (Lx) y una región (Xc), en donde 

la región (X) antes mencionada es complementaria de la región (Xc) antes mencionada, 

al menos una de la región (X) mencionada anteriormente y la región (Xc) mencionada anteriormente comprende 45 
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una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la expresión del gen diana, dicha región conectora (Lx) 
comprende la siguiente fórmula (I-4): 

 

(en donde n es un número entero en el intervalo de 0 a 30 y m es un número entero en el intervalo de 0 a 30), 

una sustancia biorrelacionada que tiene una función de suministro se une a dicha región conectora (Lx) de la 5 
molécula de ácido nucleico monocatenario para inhibir la expresión de un gen diana, y dicha sustancia 
biorrelacionada es el ácido esteárico. 

También se proporcionan: 

una composición para inhibir la expresión de un gen diana, que comprende la molécula de ácido nucleico 
monocatenario según la invención; 10 

una composición farmacéutica que comprende la molécula de ácido nucleico monocatenario según la invención; 

una composición farmacéutica según la invención para usar en un método para tratar la inflamación; 

un método in vitro para inhibir la expresión de un gen diana, que comprende usar la molécula de ácido nucleico 
monocatenario según la invención; 

uso del ácido nucleico según la invención en un método in vitro para inhibir la expresión de un gen diana; y 15 

una molécula de ácido nucleico para usar en el tratamiento de una enfermedad, en donde dicha molécula de 
ácido nucleico es la molécula de ácido nucleico monocatenario según la invención, y dicha molécula de ácido 
nucleico monocatenario comprende, como dicha secuencia inhibidora de la expresión, una secuencia que inhibe 
la expresión de un gen que causa dicha enfermedad. 

Efecto de la invención 20 

La molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención puede realizar una función superior de 
suministro a un tejido o célula diana sin requerir esencialmente, por ejemplo, un vehículo para el suministro. Por lo 
tanto, por ejemplo, no es necesario considerar la toxicidad del vehículo, y puede obviarse un estudio para establecer 
diferentes condiciones relacionadas con la formación de un complejo de una molécula de ácido nucleico y un vehículo. 
En consecuencia, por ejemplo, se puede reducir el trabajo y el coste en términos de producción y uso. 25 

Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 muestra vistas esquemáticas que ilustran un ejemplo de la molécula de ácido nucleico monocatenario 
de la presente invención. 

La figura 2 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugado con C18 después 
de purificación en un ejemplo de la presente invención. 30 

La figura 3 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con DOPE 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 4 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugado con lactosa 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 5 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con GE11 35 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 6 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con GE11(7) 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 7 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con GE11(5) 

E16772690
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después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 8 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con GE11 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 9 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con GE11(7) 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 5 

La figura 10 es un gráfico de HPLC de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con GE11(5) 
después de purificación en un ejemplo de la presente invención. 

La figura 11 es un gráfico que muestra los valores relativos del nivel de expresión del gen de TGF-β1 en un 
ejemplo de la presente invención. 

La figura 12 es un gráfico que muestra los valores relativos del nivel de expresión del gen de TGF-β1 en un 10 
ejemplo de la presente invención. 

La figura 13 es un gráfico que muestra los valores relativos del nivel de expresión del gen de TGF-β1 en un 
ejemplo de la presente invención. 

La figura 14 es un gráfico que muestra los valores relativos del nivel de expresión del gen de TGF-β1 en un 
ejemplo de la presente invención. 15 

La figura 15 muestra los resultados de la electroforesis que muestra la reactividad con la proteína Dicer en un 
ejemplo de la presente invención. 

La figura 16 muestra los resultados de la electroforesis que muestra la reactividad con la proteína Dicer en un 
ejemplo de la presente invención. 

La figura 17 muestra los resultados de la electroforesis mostrando estabilidad en un ejemplo de la presente 20 
invención. 

Descripción de realizaciones 

A menos que se especifique lo contrario, los términos utilizados en la presente memoria descriptiva significan lo que 
generalmente se entiende por ellos en la técnica. 

1. Molécula ssNc 25 

La molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención es, como se mencionó anteriormente, una 
molécula de ácido nucleico monocatenario para inhibir la expresión de un gen diana, que consiste en una región (X), 
una región conectora (Lx) y una región (Xc), y se caracteriza por que 

la región (X) antes mencionada es complementaria de la región (Xc) antes mencionada, 

al menos una de la región (X) mencionada anteriormente y la región (Xc) mencionada anteriormente comprende 30 
una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la expresión del gen diana, dicha región conectora (Lx) 
comprende la siguiente fórmula (I-4): 

 

(en donde n es un número entero en el intervalo de 0 a 30 y m es un número entero en el intervalo de 0 a 30), 

una sustancia biorrelacionada que tiene una función de suministro se une a dicha región conectora (Lx) de la 35 
molécula de ácido nucleico monocatenario para inhibir la expresión de un gen diana, y dicha sustancia 
biorrelacionada es el ácido esteárico. 

En la presente invención, "inhibición de la expresión de un gen diana" significa, por ejemplo, inhibir la expresión del 
gen diana antes mencionado. El mecanismo mediante el cual se logra la inhibición antes mencionada no está 
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particularmente limitado y puede ser, por ejemplo, regulación por disminución o silenciamiento. La inhibición de la 
expresión del gen diana antes mencionada puede verificarse, por ejemplo, por una disminución en la cantidad de un 
producto de transcripción derivado del gen diana; una disminución de la actividad del producto de transcripción 
mencionado; una disminución de la cantidad de un producto de traducción generado a partir del gen diana antes 
mencionado; una disminución de la actividad del producto de traducción antes mencionado; o similar. El producto de 5 
traducción antes mencionado puede ser, por ejemplo, proteínas maduras, proteínas precursoras antes de ser 
sometidas a procesamiento o modificación postraduccional. 

La molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención en lo sucesivo también puede denominarse la 
"molécula ssNc" de la presente invención. La molécula ssNc de la presente invención se puede utilizar para inhibir, 
por ejemplo, la expresión de un gen diana in vivo o in vitro y también puede denominarse "molécula ssNc para inhibir 10 
la expresión de un gen diana" o "inhibidor de la expresión de un gen diana". Además, la molécula ssNc de la presente 
invención puede inhibir la expresión del gen diana antes mencionado mediante, por ejemplo, interferencia de ARN, y 
también puede denominarse "molécula ssNc para interferencia de ARN", "molécula para inducir interferencia de ARN", 
"agente de interferencia de ARN" o "agente inductor de interferencia de ARN". La molécula ssNc de la presente 
invención también puede inhibir, por ejemplo, un efecto secundario como la inducción de interferón. 15 

En la molécula ssNc de la presente invención, el extremo 5' y el extremo 3' no están unidos entre sí. Por lo tanto, 
también puede denominarse una molécula de ácido nucleico monocatenario lineal. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la región (Xc) antes mencionada es complementaria de la región (X) antes 
mencionada, la región (Xc) antes mencionada se pliega hacia atrás hacia la región (X) antes mencionada, y la región (Xc) 
antes mencionada y la región (X) antes mencionada pueden formar una cadena doble por auto-reasociación. 20 

En la molécula ssNc de la presente invención, la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada es una secuencia 
que presenta, por ejemplo, una actividad de inhibición de la expresión antes mencionada de un gen diana cuando la 
molécula ssNc de la presente invención se introduce en una célula in vivo o in vitro. La secuencia inhibidora de la 
expresión antes mencionada no está particularmente limitada y puede establecerse según corresponda dependiendo del 
tipo de gen diana. Como la secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente, por ejemplo, se puede usar 25 
una secuencia implicada en la interferencia de ARN producida por ARNip según corresponda. En general, la interferencia 
de ARN es un fenómeno en el que Dicer escinde un ARN bicatenario largo (ARNbc) en una célula para producir un ARN 
bicatenario (ARNip: ARN de interferencia pequeño) compuesto de aproximadamente 19 a 21 pares de bases y que tiene 
un extremo 3' saliente, y uno de los ARN monocatenarios se une a un ARNm diana para degradar el ARNm antes 
mencionado, de modo que se inhibe la traducción del ARNm. Como la secuencia de ARN monocatenario del ARNip 30 
mencionado anteriormente que se une al ARNm diana mencionado anteriormente, por ejemplo, se han descrito varios 
tipos de secuencias para varios tipos de genes diana. En la presente invención, por ejemplo, la secuencia de ARN 
monocatenario del ARNip antes mencionado se puede usar como la secuencia inhibidora de la expresión antes 
mencionada. En la presente invención no solo se pueden utilizar las secuencias del ARN monocatenario del ARNip 
conocidas en el momento de la presentación de la presente solicitud sino también secuencias que serían identificadas 35 
en el futuro, por ejemplo, como la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada. 

La secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada es, por ejemplo, preferiblemente al menos 90% 
complementaria, más preferiblemente 95% complementaria, aún más preferiblemente 98% complementaria y 
particularmente preferiblemente 100% complementaria de una región predeterminada del gen diana mencionado 
anteriormente. Cuando se satisface tal complementariedad, por ejemplo, se puede reducir suficientemente un efecto 40 
fuera del objetivo. 

Se especula que la inhibición de la expresión antes mencionada de un gen diana por la molécula ssNc de la presente 
invención se logra, por ejemplo, por interferencia de ARN o un fenómeno similar a la interferencia de ARN (fenómeno 
como la interferencia de ARN), que es causado por una estructura que configura la secuencia inhibidora de la expresión 
mencionada anteriormente, en al menos una de la región (X) antes mencionada y la región (Xc) antes mencionada. Debe 45 
señalarse, sin embargo, que la presente invención no está limitada en modo alguno por este mecanismo. A diferencia del 
denominado ARNip, por ejemplo, la molécula ssNc de la presente invención no se introduce en una célula o similar en 
forma de ARNbc compuesto por dos cadenas de ARN monocatenarios, y no siempre es necesario escindir la secuencia 
inhibidora de la expresión antes mencionada en la célula. Así, se puede decir, por ejemplo, que la molécula ssNc de la 
presente invención presenta una función similar a la interferencia del ARN. 50 

En la molécula ssNc de la presente invención, la secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente está 
incluida en al menos una de la región (X) mencionada anteriormente y la región (Xc) mencionada anteriormente, como 
se ha descrito antes. La molécula ssNc de la presente invención puede incluir, por ejemplo, una secuencia inhibidora 
de la expresión o dos o más secuencias inhibidoras de la expresión mencionadas anteriormente. 

En el último caso, la molécula ssNc de la presente invención puede incluir, por ejemplo: dos o más secuencias 55 
inhibidoras de la expresión idénticas para el mismo gen diana; dos o más secuencias inhibidoras de la expresión 
diferentes para el mismo gen diana; o dos o más secuencias inhibidoras de la expresión diferentes para genes diana 
diferentes. Cuando la molécula ssNc de la presente invención incluye dos o más secuencias inhibidoras de la expresión 
mencionadas anteriormente, las posiciones de las respectivas secuencias inhibidoras de la expresión no están 
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particularmente limitadas, y pueden estar en una región o regiones diferentes seleccionadas de la región (X) 
mencionada anteriormente y la región (Xc) mencionada anteriormente. Cuando la molécula ssNc de la presente 
invención incluye dos o más secuencias inhibidoras de la expresión mencionadas anteriormente para diferentes genes 
diana, por ejemplo, la molécula ssNc de la presente invención puede inhibir las expresiones de dos o más tipos de 
genes diana diferentes. 5 

En la molécula ssNc de la presente invención, la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada solo necesita 
tener, por ejemplo, una actividad inhibidora de la expresión y también puede ser una secuencia de miARN madura. El 
proceso de generación del miARN y el proceso de inhibición de la expresión de proteínas por el miARN en el cuerpo 
se describen a continuación. En primer lugar, se expresa en el núcleo un transcrito de miARN monocatenario (Pri-
miARN) que tiene una estructura casquete en el extremo 5' y una estructura poli A en el extremo 3'. El Pri-miRNA 10 
mencionado anteriormente tiene una estructura de horquilla. El Pri-miRNA antes mencionado es escindido por RNasa 
(Drosha) para producir un precursor monocatenario (Pre-miRNA). El Pre-miARN antes mencionado tiene una 
estructura de horquilla que tiene una región de tallo y una región de bucle. El pre-miARN antes mencionado es 
transportado al citoplasma, escindido por la RNasa (Dicer) y, a partir de la estructura de tallo del mismo, se produce 
un miARN bicatenario que tiene un saliente de varias bases (p. ej., 1 - 4 bases) en el extremo 3'. Un miARN maduro 15 
monocatenario del miARN bicatenario se une a un complejo similar al RISC (complejo de silenciamiento inducido por 
ARN) y el complejo miARN/RISC maduro se une a un ARNm particular, por lo que se suprime la traducción de la 
proteína del ARNm antes mencionado. En la presente invención, la secuencia del miARN maduro antes mencionado 
puede usarse como la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada. 

Cabe señalar que el objetivo de la presente invención no es la información de secuencia de la secuencia inhibidora de 20 
la expresión antes mencionada para el gen diana antes mencionado, sino, por ejemplo, la estructura de una molécula 
de ácido nucleico que permite la función de la actividad inhibidora de la expresión del gen diana antes mencionado 
debida a la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada en una célula. Por lo tanto, en la presente 
invención, pueden utilizarse no solo las secuencias del miARN maduro monocatenario de los miARN conocidas en el 
momento de la presentación de la presente solicitud, sino también las secuencias que se identificarían en el futuro, 25 
por ejemplo, como la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada. 

Como se mencionó anteriormente, en el cuerpo, el pre-miARN antes mencionado es escindido y la secuencia de 
miARN maduro antes mencionada se produce a partir de una de las cadenas (también denominada cadena guía) de 
la estructura del tallo. En este caso, se produce una secuencia de miARN* menor (también denominada cadena 
pasajera) a partir de la otra cadena de la estructura de tallo antes mencionada. La secuencia de miARN* minoritaria 30 
mencionada anteriormente es generalmente una cadena complementaria que tiene un apareamiento erróneo en una 
o varias bases cuando se alinea con el Pre-miARN mencionado anteriormente. La molécula ssNc de la presente 
invención puede tener además, por ejemplo, la secuencia de miARN* menor antes mencionada. 

La secuencia de miARN maduro mencionada anteriormente y la secuencia de miARN* menor mencionada 
anteriormente pueden tener una base que se vuelve no complementaria cuando ambas están alineadas. El miARN* 35 
menor antes mencionado tiene, por ejemplo, una complementariedad de, por ejemplo, 60 - 100% con la secuencia de 
miARN maduro antes mencionada. La secuencia de miARN maduro mencionada anteriormente y el miARN* menor 
mencionado anteriormente pueden tener cada uno, en su interior, la base mencionada anteriormente (p. ej., una o 
varias bases) que se vuelve no complementaria. El número de bases antes mencionadas es, por ejemplo, 2 - 15 bases. 
Las bases no complementarias antes mencionadas pueden ser, por ejemplo, continuas o no continuas. 40 

La longitud de la secuencia de miARN* menor antes mencionada no está particularmente limitada y es diferente de la 
longitud de la secuencia de miARN maduro antes mencionada en, por ejemplo, 0 - 10 bases, preferiblemente 0 - 7 
bases, más preferiblemente 0 - 5 bases. La secuencia de miARN* menor antes mencionada y la secuencia de miARN 
maduro antes mencionada pueden tener, por ejemplo, la misma longitud o la primera puede ser más larga o la última 
puede ser más larga. 45 

En la molécula ssNc de la presente invención, la región (Xc) antes mencionada es complementaria de la región (X) 
antes mencionada. Solo es necesario que la región (Xc) antes mencionada tenga una secuencia complementaria de 
toda la región o parte de la región (X) antes mencionada. En concreto, por ejemplo, preferiblemente, la región (Xc) 
antes mencionada incluye o está compuesta por una secuencia complementaria de toda o parte de la región (X) antes 
mencionada. La región (Xc) antes mencionada puede ser, por ejemplo, perfectamente complementaria de toda la 50 
región o parte de la región (X) antes mencionada, o una o algunas bases en la región (Xc) antes mencionada pueden 
ser no complementarias de la misma. 

La molécula ssNc de la presente invención está configurada de manera que tiene una región conectora (Lx) entre la 
región (Xc) antes mencionada y la región (X) antes mencionada y las regiones (Xc) y (X) antes mencionadas están 
unidas a través de la región conectora (Lx) antes mencionada. 55 

La región conectora (Lx) antes mencionada tiene preferiblemente una estructura libre de auto-reasociación dentro de 
la misma región. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la sustancia biorrelacionada mencionada anteriormente es una 
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sustancia que muestra afinidad por los organismos vivos y también puede denominarse sustancia biocompatible. 

La molécula ssNc de la presente invención puede mejorar, por ejemplo, la eficiencia de suministro e introducción en 
una célula diana y/o la resistencia a la degradación enzimática al tener un lípido. Se supone que esto es atribuible, por 
ejemplo, al siguiente mecanismo. Es decir, la molécula ssNc de la presente invención tiene permeabilidad mejorada 
de la membrana celular y resistencia mejorada a la degradación enzimática al formar una estructura de micela como 5 
un todo con la región lipídica mencionada anteriormente y otras regiones de ácido nucleico. Además, se entiende que 
la molécula ssNc de la presente invención tiene una movilidad más mejorada en organismos vivos ya que la región 
lipídica mencionada anteriormente y otras regiones de ácido nucleico forman un complejo similar a un exosoma como 
un todo. La presente invención no se limita a dichos mecanismos. 

La sustancia biorrelacionada antes mencionada es el ácido esteárico. 10 

En la molécula ssNc de la presente invención, la sustancia biorrelacionada se une a dicha región conectora (Lx) de la 
molécula de ácido nucleico antes mencionada. También se describen sitios de unión de la sustancia biorrelacionada 
antes mencionada en el extremo 5' y el extremo 3' de la molécula de ácido nucleico antes mencionada. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la sustancia biorrelacionada antes mencionada puede unirse en un sitio 
o no menos de dos sitios. 15 

En la molécula ssNc de la presente invención, la sustancia biorrelacionada antes mencionada se puede unir, por 
ejemplo, directa o indirectamente a la molécula de ácido nucleico antes mencionada, preferiblemente indirectamente. 
Cuando se une indirectamente, por ejemplo, es preferible la unión a través de un conector de unión. La estructura del 
conector de unión antes mencionado no está particularmente limitada y, por ejemplo, se puede mencionar el conector 
GMBS, conector etilenglicol o la estructura de la siguiente fórmula. En la siguiente fórmula, n' es un número entero 20 
positivo, Y es, por ejemplo, NH, S, O, CO y similares. 

 

La vista esquemática de la Fig. 1 muestra una realización de la estructura de ácido nucleico de la molécula ssNc de 
la presente invención. Como una realización, la Fig. 1A es una vista esquemática que muestra el orden de las regiones 
respectivas en la molécula ssNc mencionada anteriormente. La Fig. 1B es una vista esquemática que muestra el 25 
estado donde se forman cadenas dobles en la molécula ssNc mencionada anteriormente. Como se muestra en la Fig. 
1B, en la molécula ssNc mencionada anteriormente, se forma una doble cadena entre la región (Xc) antes mencionada 
y la región (X) antes mencionada, la región Lx antes mencionada forma una estructura de bucle de acuerdo con la 
longitud de la misma. Las vistas esquemáticas que se muestran en la Fig. 1 simplemente ilustran el orden en que 
están conectadas las regiones antes mencionadas y la relación de posición de las respectivas regiones que forman la 30 
doble cadena, y no limitan, por ejemplo, las longitudes de las respectivas regiones, la forma de la región conectora 
(Lx) antes mencionada, y similares. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la sustancia biorrelacionada antes mencionada se une, como se 
mencionó anteriormente, a la región conectora (Lx) en la Fig. 1. 

En la molécula ssNc de la presente invención, el número de bases de la región (Xc) mencionada anteriormente y la 35 
región (X) mencionada anteriormente no está particularmente limitado y es, por ejemplo, como se describe a 
continuación. En la presente invención, "el número de bases" significa la "longitud", por ejemplo, y también puede 
denominarse "longitud de bases". 

Como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, la región (Xc) mencionada anteriormente puede ser complementaria 
de la región entera de la región (X) mencionada anteriormente. En este caso, es preferible que, por ejemplo, la región 40 
(Xc) mencionada anteriormente tenga la misma longitud de bases que la región (X) mencionada anteriormente, y esté 
compuesta por una secuencia de bases complementaria de la región entera del extremo 5' al extremo 3' de la región 
(X) antes mencionada. Es más preferible que la región (Xc) antes mencionada tenga la misma longitud de bases que 
la región (X) antes mencionada y todas las bases en la región (Xc) antes mencionada sean complementarias de todas 
las bases en la región (X) antes mencionada, es decir, por ejemplo, preferiblemente, la región (Xc) es perfectamente 45 
complementaria de la región (X). Debe indicarse, sin embargo, que la configuración de la región (Xc) no se limita a 
ella, y una o unas pocas bases en la región (Xc) pueden no ser complementarias de las bases correspondientes en la 
región (X), por ejemplo, como se describió anteriormente. 

Además, como se ha descrito anteriormente, la región (Xc) antes mencionada puede ser complementaria, por ejemplo, 
de una parte de dicha región (X). En este caso, es preferible que, por ejemplo, la región (Xc) antes mencionada tenga 50 
la misma longitud de bases que la parte de la región (X) antes mencionada, es decir, la región (Xc) antes mencionada 
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esté compuesta por una secuencia de bases cuya longitud de bases es más corta que la longitud de bases de la región 
(X) mencionada anteriormente en una o más bases. Es más preferible que la región (Xc) antes mencionada tenga la 
misma longitud de bases que la parte de la región (X) antes mencionada y todas las bases en la región (Xc) antes 
mencionada sean complementarias de todas las bases en la parte de dicha región (X), es decir, por ejemplo, 
preferiblemente la región (Xc) es perfectamente complementaria de la parte de la región (X) antes mencionada. La 5 
parte de la región (X) mencionada anteriormente es preferiblemente una región (segmento) que tiene una secuencia 
de bases compuesta, por ejemplo, de bases sucesivas que comienzan desde la base en el extremo 5' (la 1ª base) en 
la región (X) mencionada anteriormente. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la relación entre el número de bases (X) de la región (X) antes mencionada 
y el número de bases (Xc) de la región (Xc) antes mencionada cumple, por ejemplo, las condiciones de las siguientes 10 
expresiones (1) o (2). En el primer caso, cumple específicamente, por ejemplo, la siguiente condición (3). 

 

X - Xc = 1 - 10, preferiblemente 1, 2 o 3, 

más preferiblemente 1 o 2... (3) 

 15 

Aunque la longitud de cada región de la molécula ssNc de la presente invención se muestra a continuación, la presente 
invención no se limita a ella. En la presente invención, por ejemplo, el intervalo numérico del número de bases describe 
todos los números enteros positivos que caen dentro del intervalo y, por ejemplo, "1 - 4 bases" significa todas de "1, 
2, 3, 4 bases" (en lo sucesivo lo mismo). 

El número de bases en la región (X) mencionada anteriormente es, por ejemplo, 19 o más. El límite inferior del número 20 
de las bases es, por ejemplo, 19, preferiblemente 20 y más preferiblemente 21. El límite superior del número de bases 
antes mencionado es, por ejemplo, 50, preferiblemente 40 y más preferiblemente 30. 

Cuando la región (X) mencionada anteriormente incluye la secuencia inhibidora de la expresión mencionada 
anteriormente, la región (X) mencionada anteriormente puede ser, por ejemplo, una región compuesta únicamente por 
la secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente o una región que incluye la secuencia inhibidora de 25 
la expresión mencionada anteriormente. El número de bases de la secuencia inhibidora de la expresión mencionada 
anteriormente es, por ejemplo, de 19 a 30, preferiblemente 19, 20 o 21. Cuando la región (X) mencionada 
anteriormente incluye la secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente, la secuencia inhibidora de 
la expresión mencionada anteriormente puede tener además una secuencia adicional en su lado 5' y/o 3'. El número 
de bases en la secuencia adicional antes mencionada es, por ejemplo, de 1 a 31, preferiblemente de 1 a 21, más 30 
preferiblemente de 1 a 11 y aún más preferiblemente de 1 a 7. 

Cuando la región (Xc) mencionada anteriormente incluye la secuencia inhibidora de la expresión mencionada 
anteriormente, la región (Xc) mencionada anteriormente puede ser, por ejemplo, una región compuesta únicamente 
por la secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente o una región que incluye la secuencia inhibidora 
de la expresión mencionada anteriormente. Por ejemplo, la longitud de la secuencia inhibidora de la expresión 35 
mencionada anteriormente es como se ha descrito antes. Cuando la región (Xc) mencionada anteriormente incluye la 
secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente, la secuencia inhibidora de la expresión mencionada 
anteriormente puede tener además una secuencia adicional en su lado 5' y/o en su lado 3'. El número de bases en la 
secuencia adicional antes mencionada es, por ejemplo, de 1 a 11, preferiblemente de 1 a 7. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la longitud de la región conectora (Lx) mencionada anteriormente no 40 
está particularmente limitada. La región conectora mencionada anteriormente (Lx) tiene preferiblemente una longitud 
que permite, por ejemplo, que la región (X) mencionada anteriormente y la región (Xc) mencionada anteriormente 
formen una cadena doble. 

La longitud completa de la molécula ssNc de la presente invención no está particularmente limitada. En la molécula 
ssNc de la presente invención, el límite inferior del número total de bases (el número de bases en toda su longitud) 45 
es, por ejemplo, 38, preferiblemente 42, más preferiblemente 50, aún más preferiblemente 51, y particularmente 
preferiblemente 52, y el límite superior de la misma es, por ejemplo, 300, preferiblemente 200, más preferiblemente 
150, aún más preferiblemente 100, y particularmente preferiblemente 80. En la molécula ssNc de la presente 
invención, el límite inferior del número total de bases excluyendo las de la región conectora (Lx) mencionada 
anteriormente es, por ejemplo, 38, preferiblemente 42, más preferiblemente 50, aún más preferiblemente 51, y 50 
particularmente preferiblemente 52, y el límite superior de la misma es, por ejemplo, 300, preferiblemente 200, más 
preferiblemente 150, aún más preferiblemente 100 y particularmente preferiblemente 80. 

En la molécula ssNc de la presente invención, las unidades constitucionales no están particularmente limitadas. Los 
ejemplos de las mismas incluyen restos de nucleótidos. Los ejemplos de los restos de nucleótidos mencionados 
anteriormente incluyen un resto de ribonucleótido y un resto de desoxirribonucleótido. El resto de nucleótido 55 
mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, el que no está modificado (resto de nucleótido no modificado) o el 
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que ha sido modificado (resto de nucleótido modificado). Al configurar la molécula ssNc de la presente invención para 
incluir el resto de nucleótido modificado mencionado anteriormente, por ejemplo, se puede mejorar la resistencia de 
la molécula ssNc a la nucleasa, permitiendo así mejorar la estabilidad de la molécula ssNc. Además, la molécula ssNc 
de la presente invención puede incluir además, por ejemplo, un resto no nucleotídico además del resto de nucleótido 
mencionado anteriormente. El detalle del resto de nucleótido mencionado anteriormente y el resto no nucleotídico 5 
mencionado anteriormente se describe más adelante. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la unidad constitucional de cada una de la región (X) mencionada 
anteriormente y la región (Xc) mencionada anteriormente es preferiblemente el resto de nucleótido mencionado 
anteriormente. Cada una de las regiones antes mencionadas está compuesta por, por ejemplo, cualquiera de los 
siguientes restos (1) a (3): 10 

(1) un resto(s) de nucleótido(s) no modificado(s) 

(2) un resto(s) de nucleótido(s) modificado(s) 

(3) un resto(s) de nucleótido(s) no modificado(s) y un resto(s) de nucleótido(s) modificado(s). 

Los ejemplos de la molécula ssNc de la presente invención son moléculas que incluyen el(los) resto(s) no nucleótido(s) 
mencionado(s) anteriormente además de los restos de nucleótidos mencionados anteriormente. En la molécula ssNc 15 
de la presente invención, por ejemplo, los restos de nucleótidos mencionados anteriormente pueden ser únicamente 
los restos de nucleótidos no modificados mencionados anteriormente; únicamente los restos de nucleótidos 
modificados anteriormente mencionados; o tanto el(los) resto(s) de nucleótido(s) no modificado(s) mencionado(s) 
como el(los) resto(s) de nucleótido(s) modificado(s) mencionado(s) anteriormente, como se ha descrito antes. Cuando 
la molécula ssNc antes mencionada incluye tanto el(los) resto(s) de nucleótido(s) no modificado(s) antes 20 
mencionado(s) como el(los) resto(s) de nucleótido(s) modificado(s) antes mencionado(s), el número de los restos de 
nucleótidos modificados antes mencionados no está particularmente limitado y es, por ejemplo, "de uno a varios", 
específicamente, por ejemplo, de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 4, más preferiblemente de 1 a 3, y lo más 
preferiblemente 1 o 2. El número de los restos no nucleotídicos mencionados anteriormente no está particularmente 
limitado y es, por ejemplo, "de uno a varios", en concreto, por ejemplo, de 1 a 8, de 1 a 6, de 1 a 4, 1, 2 o 3. 25 

En la molécula ssNc de la presente invención, por ejemplo, el resto de nucleótido antes mencionado es preferiblemente 
un resto de ribonucleótido. En este caso, por ejemplo, la molécula ssNc de la presente invención también se denomina 
"molécula de ARN" o "molécula de ARNmc". Los ejemplos de la molécula de ARNmc antes mencionada incluyen 
moléculas compuestas únicamente por los restos de ribonucleótido antes mencionados; y una molécula que incluye 
el(los) resto(s) no nucleotídico(s) antes mencionado(s) además de los restos de ribonucleótidos mencionados 30 
anteriormente. Como se ha descrito antes, como los restos de ribonucleótidos mencionados anteriormente, por 
ejemplo, la molécula de ARNmc mencionada anteriormente puede incluir: los restos de ribonucleótidos no modificados 
mencionados anteriormente únicamente; los restos de ribonucleótidos modificados anteriormente mencionados 
únicamente; o tanto el(los) resto(s) de ribonucleótido(s) no modificado(s) antes mencionado(s) como el(los) resto(s) 
de ribonucleótido modificado(s) antes mencionado(s). 35 

Cuando la molécula de ARNmc mencionada anteriormente incluye, por ejemplo, el(los) resto(s) de ribonucleótido(s) 
modificado(s) mencionado(s) anteriormente además de los restos de ribonucleótidos no modificados mencionados 
anteriormente, el número de restos de ribonucleótidos modificados mencionados anteriormente no está particularmente 
limitado y es, por ejemplo, " de uno a varios", específicamente, por ejemplo, de 1 a 5, preferiblemente de 1 a 4, más 
preferiblemente de 1 a 3, y lo más preferiblemente 1 o 2. El resto de ribonucleótido modificado mencionado anteriormente 40 
en contraste con el resto de ribonucleótido no modificado mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, el resto de 
desoxirribonucleótido antes mencionado obtenido mediante la sustitución de un resto de ribosa por un resto de 
desoxirribosa. Cuando la molécula de ARNmc mencionada anteriormente incluye, por ejemplo, el(los) resto(s) de 
desoxirribonucleótido(s) mencionado(s) anteriormente además del (de los) resto(s) de ribonucleótido(s) no modificado(s) 
mencionado(s) anteriormente, el número del (de los) resto(s) de desoxirribonucleótido(s) mencionado(s) anteriormente 45 
no está particularmente limitado y es, por ejemplo, "de uno a varios", específicamente, por ejemplo, de 1 a 5, 
preferiblemente de 1 a 4, más preferiblemente de 1 a 3 y lo más preferiblemente 1 o 2. 

En la molécula ssNc de la presente invención, la región conectora (Lx) antes mencionada comprende un resto no 
nucleotídico representado por la siguiente fórmula (I-4): 

  50 
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En la fórmula (I-4) mencionada anteriormente,  

m es un número entero en el intervalo de 0 a 30; y  

n es un número entero en el intervalo de 0 a 30.  5 

Un ejemplo específico es la fórmula (I-4) mencionada anteriormente en donde n = 5 y m = 4. Su estructura se muestra 
mediante la siguiente fórmula (I-4a). 

 

La molécula ssNc de la presente invención puede incluir, por ejemplo, una sustancia marcadora y se puede marcar 
con la sustancia marcadora mencionada anteriormente. La sustancia marcadora mencionada anteriormente no está 10 
particularmente limitada y puede ser, por ejemplo, una sustancia fluorescente, un colorante, un isótopo o similar. Los 
ejemplos de la sustancia marcadora mencionada anteriormente incluyen: fluoróforos tales como pireno, TAMRA, 
fluoresceína, un colorante Cy3 y un colorante Cy5. Los ejemplos del colorante mencionado anteriormente incluyen 
colorantes Alexa tales como Alexa 488. Los ejemplos del isótopo mencionado anteriormente incluyen isótopos estables 
y radioisótopos. Entre ellos, son preferibles los isótopos estables. Por ejemplo, los isótopos estables antes 15 
mencionados tienen un bajo riesgo de exposición a radiación y no requieren instalaciones especializadas. Por lo tanto, 
los isótopos estables tienen una excelente manejabilidad y pueden contribuir a la reducción de costes. Además, por 
ejemplo, el isótopo estable mencionado anteriormente no cambia las propiedades físicas de un compuesto marcado 
con el mismo y, por lo tanto, tiene una propiedad excelente como trazador. El isótopo estable mencionado 
anteriormente no está particularmente limitado, y los ejemplos del mismo incluyen 2H, 13C, 15N, 17O, 18O, 33S, 34S y 36S. 20 

Como se ha descrito antes, la molécula ssNc de la presente invención puede inhibir la expresión antes mencionada 
de un gen diana. Así, la molécula ssNc de la presente invención se puede utilizar, por ejemplo, como un agente 
terapéutico para tratar una enfermedad causada por un gen. Cuando la molécula ssNc de la presente invención 
incluye, por ejemplo, como la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada, una secuencia que inhibe la 
expresión de un gen que causa la enfermedad antes mencionada, por ejemplo, es posible tratar la enfermedad antes 25 
mencionada inhibiendo la expresión del gen diana antes mencionado. En la presente invención, el término 
"tratamiento" abarca: la prevención de las enfermedades antes mencionadas; mejora de las enfermedades; y mejora 
del pronóstico, por ejemplo, y puede significar cualquiera de ellos. 

El método de uso de la molécula ssNc de la presente invención no está particularmente limitado. Por ejemplo, la molécula 
ssNc mencionada anteriormente se puede administrar a un sujeto que tiene el gen diana mencionado anteriormente. 30 

Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente al que se administra la molécula ssNc de la presente invención 
incluyen células, tejidos, órganos y similares. Los ejemplos del tema mencionado anteriormente también incluyen seres 
humanos, animales no humanos y similares, tales como mamíferos no humanos, es decir, mamíferos excluyendo 
seres humanos. La administración antes mencionada se puede llevar a cabo, por ejemplo, in vivo o in vitro. Las células 
antes mencionadas no están particularmente limitadas, y los ejemplos de las mismas incluyen: varias células 35 
cultivadas tales como células HeLa, células 293, células NIH3T3 y células COS; células madre tales como células ES 
y células madre hematopoyéticas; y células aisladas de organismos vivos, tales como células primarias cultivadas. 

En la presente invención, el gen diana antes mencionado cuya expresión se va a inhibir no está particularmente 
limitado, y cualquier gen deseado se puede ajustar al gen diana. Además, como se mencionó anteriormente, la 
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secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente puede diseñarse según corresponda dependiendo 
del tipo del gen diana mencionado anteriormente. 

En cuanto al uso de la molécula ssNc de la presente invención, se puede hacer referencia a la siguiente descripción 
en relación con la composición, el método de inhibición de la expresión in vitro, el ácido nucleico para usar en el 
tratamiento de una enfermedad, y similares de acuerdo con la presente invención que se describirá a continuación. 5 

Dado que la molécula ssNc de la presente invención puede inhibir la expresión de un gen diana como se ha descrito 
antes, por ejemplo, es útil como producto farmacéutico, agente de diagnóstico, producto químico agrícola y una 
herramienta para llevar a cabo investigaciones sobre el producto químico agrícola, ciencias médicas, ciencias de la 
vida, y similares. 

2. Resto de nucleótido 10 

El resto de nucleótido mencionado anteriormente incluye, por ejemplo, un azúcar, una base y un fosfato como sus 
componentes. El resto de nucleótido mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un resto de ribonucleótido o 
un resto de desoxirribonucleótido, como se ha descrito antes. El resto de ribonucleótido mencionado anteriormente 
tiene, por ejemplo, un resto de ribosa como azúcar; y adenina (A), guanina (G), citosina (C) o uracilo (U) como base. 
El resto de desoxirribosa antes mencionado tiene, por ejemplo, un resto de desoxirribosa como azúcar; y adenina (A), 15 
guanina (G), citosina (C) o timina (T) como base. 

El resto de nucleótido mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un resto de nucleótido no modificado o un 
resto de nucleótido modificado. Los componentes antes mencionados del resto de nucleótido no modificado antes 
mencionado son los mismos o sustancialmente los mismos que, por ejemplo, los componentes de un resto de 
nucleótido de origen natural. Preferiblemente, los componentes son los mismos o sustancialmente los mismos que los 20 
componentes de un resto de nucleótido que se produce naturalmente en el cuerpo humano. 

El resto de nucleótido modificado mencionado anteriormente es, por ejemplo, un resto de nucleótido obtenido 
modificando el resto de nucleótido no modificado mencionado anteriormente. Por ejemplo, el resto de nucleótido 
modificado mencionado anteriormente puede ser tal que cualquiera de los componentes del resto de nucleótido no 
modificado mencionado anteriormente esté modificado. En la presente invención, "modificación" significa, por ejemplo, 25 
sustitución, adición y/o eliminación de cualquiera de los componentes antes mencionados; y sustitución, adición y/o 
deleción de un átomo(s) y/o un grupo(s) funcional(es) en el(los) componente(s) mencionado(s). También se puede 
denominar "modificación". Los ejemplos de los restos de nucleótidos modificados mencionados anteriormente incluyen 
restos de nucleótidos naturales y restos de nucleótidos modificados artificialmente. Con respecto a los restos de 
nucleótidos modificados naturales antes mencionados se puede hacer referencia, por ejemplo, a Limbach et al. 30 
(Limbach et al., 1994, “Summary: the modified nucleosides of RNA”, Nucleic Acids Res. 22: págs. 2183 a 2196). El 
resto de nucleótido modificado mencionado anteriormente puede ser, por ejemplo, un resto de una alternativa del 
nucleótido mencionado anteriormente. 

Los ejemplos de la modificación del resto de nucleótido mencionado anteriormente incluyen la modificación de una 
cadena principal de ribosa-fosfato (en lo sucesivo, denominado "cadena principal de ribofosfato"). 35 

En la cadena principal de ribofosfato antes mencionada, por ejemplo, se puede modificar un resto de ribosa. En el 
resto de ribosa antes mencionado, por ejemplo, se puede modificar el carbono de la posición 2'. Específicamente, un 
grupo hidroxilo unido a, por ejemplo, el carbono en la posición 2' se puede sustituir por hidrógeno o halógeno tal como 
flúor. Sustituyendo el grupo hidroxilo unido al carbono en la posición 2' mencionado anteriormente por hidrógeno, es 
posible sustituir el resto de ribosa por desoxirribosa. El resto de ribosa mencionado anteriormente puede sustituirse 40 
por su estereoisómero, por ejemplo, y puede sustituirse, por ejemplo, por un resto de arabinosa. 

La cadena principal de ribofosfato antes mencionada se puede sustituir, por ejemplo, por una cadena principal que no 
es de ribofosfato que tiene un resto no ribosa y/o no fosfato. La cadena principal que no es de ribofosfato mencionada 
anteriormente puede ser, por ejemplo, la cadena principal de ribofosfato mencionada anteriormente modificada para 
que no tenga carga. Los ejemplos de una alternativa obtenida mediante la sustitución de la cadena principal de 45 
ribofosfato por la cadena principal que no es de ribofosfato mencionada anteriormente en el nucleótido mencionado 
anteriormente incluyen morfolino, ciclobutilo y pirrolidina. Otros ejemplos de la alternativa antes mencionada incluyen 
restos de monómero de ácido nucleico artificial. Los ejemplos específicos de los mismos incluyen PNA (ácido nucleico 
peptídico), LNA (ácido nucleico bloqueado) y ENA (ácidos nucleicos con puente de 2'-O,4'-C-etileno). Entre ellos, es 
preferible el PNA. 50 

En la cadena principal de ribofosfato antes mencionada, por ejemplo, se puede modificar un grupo fosfato. En la 
cadena principal de ribofosfato antes mencionada, un grupo fosfato lo más cercano al resto de azúcar se denomina 
"grupo α-fosfato". El grupo α-fosfato antes mencionado tiene carga negativa y las cargas eléctricas se distribuyen 
uniformemente entre dos átomos de oxígeno que no están unidos al resto de azúcar. Entre los cuatro átomos de 
oxígeno en el grupo α-fosfato mencionado anteriormente, los dos átomos de oxígeno no unidos al resto de azúcar en 55 
el enlace fosfodiéster entre los restos de nucleótidos se denominan en lo sucesivo "oxígenos no enlazantes". Por otro 
lado, dos átomos de oxígeno que están unidos al resto de azúcar en el enlace fosfodiéster entre los restos de 
nucleótidos antes mencionados se denominan en lo sucesivo "oxígenos enlazantes". Por ejemplo, el grupo α-fosfato 
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mencionado anteriormente se modifica preferiblemente para que no tenga carga, o para hacer que la distribución de 
cargas entre los oxígenos no enlazantes mencionados anteriormente sea asimétrica. 

En el grupo fosfato mencionado anteriormente, por ejemplo, se puede(n) sustituir el(los) oxígeno(s) no enlazante(s) 
mencionado(s) anteriormente. El(los) oxígeno(s) antes mencionado(s) puede(n) sustituirse, por ejemplo, por cualquier 
átomo seleccionado de S (azufre), Se (selenio), B (boro), C (carbono), H (hidrógeno), N (nitrógeno) y OR (R es un 5 
grupo alquilo o un grupo arilo) y es preferible la sustitución por S. Es preferible que uno de los oxígenos no enlazantes 
se sustituya por S, por ejemplo, y es más preferible que se sustituyan ambos oxígenos no enlazantes mencionados 
anteriormente. Los ejemplos del grupo fosfato modificado antes mencionado incluyen fosforotioatos, fosforoditioatos, 
fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de boranofosfato, hidrogenofosfonatos, fosforoamidatos, alquil o aril- 
fosfonatos y fosfotriésteres. En particular, es preferible el fosforoditioato en el que los dos oxígenos no enlazantes 10 
mencionados anteriormente son sustituidos por S. 

En el grupo fosfato mencionado anteriormente, por ejemplo, se pueden sustituir el(los) oxígeno(s) enlazante(s) 
mencionado(s) anteriormente. El(los) oxígeno(s) antes mencionado(s) puede(n) sustituirse, por ejemplo, por cualquier 
átomo seleccionado de S (azufre), C (carbono) y N (nitrógeno). Los ejemplos del grupo fosfato modificado mencionado 
anteriormente incluyen: fosforoamidatos con puente resultantes de la sustitución por N; fosforotioatos con puente 15 
resultantes de la sustitución por S; y metilenfosfonatos con puente resultantes de la sustitución por C. Preferiblemente, 
la sustitución del(de los) oxígeno(s) enlazante(s) antes mencionado(s) se lleva a cabo en, por ejemplo, al menos uno 
del resto de nucleótido del extremo 5' y el resto de nucleótido del extremo 3' de la molécula ssNc de la presente 
invención. Cuando la sustitución se lleva a cabo en el lado 5', es preferible la sustitución por C. Cuando la sustitución 
se lleva a cabo en el lado 3', es preferible la sustitución por N. 20 

El grupo fosfato mencionado anteriormente se puede sustituir, por ejemplo, por el conector sin fosfato mencionado 
anteriormente. El conector mencionado anteriormente puede contener siloxano, carbonato, carboximetilo, carbamato, 
amida, tioéter, conector de óxido de etileno, sulfonato, sulfonamida, tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, 
metilenmetilimino, metilenhidrazo, metilendimetilhidrazo, metilenoximetilimino o similares. Preferiblemente, el conector 
puede contener un grupo metilencarbonilamino y un grupo metilenmetilimino. 25 

En la molécula ssNc de la presente invención, por ejemplo, se puede modificar al menos uno de un resto de nucleótido 
en el extremo 3' y un resto de nucleótido en el extremo 5'. Por ejemplo, se puede modificar el resto de nucleótido en 
uno cualquiera del extremo 3' y extremo 5', o se pueden modificar los restos de nucleótidos tanto en el extremo 3' 
como en el extremo 5'. La modificación antes mencionada puede ser, por ejemplo, como se ha descrito antes, y es 
preferible modificar un grupo(s) fosfato(s) en el(los) extremo(s). Por ejemplo, se puede modificar el grupo fosfato entero 30 
mencionado anteriormente, o se pueden modificar uno o más átomos en el grupo fosfato mencionado anteriormente. 
En el primer caso, por ejemplo, se puede sustituir o eliminar el grupo fosfato entero. 

La modificación del(los) resto(s) de nucleótido(s) mencionado(s) anteriormente en el(los) extremo(s) puede ser, por 
ejemplo, la adición de cualquier otra molécula. Los ejemplos de la otra molécula antes mencionada incluyen moléculas 
funcionales tales como sustancias marcadoras y grupos protectores como se ha descrito antes. Los ejemplos de los 35 
grupos protectores antes mencionados incluyen S (azufre), Si (silicio), B (boro) y grupos que contienen éster. Las 
moléculas funcionales tales como las sustancias marcadoras antes mencionadas pueden usarse, por ejemplo, en la 
detección y similares de la molécula ssNc de la presente invención. 

La otra molécula antes mencionada puede añadirse, por ejemplo, al grupo fosfato del resto de nucleótido mencionado 
anteriormente o puede añadirse al grupo fosfato mencionado anteriormente o al resto de azúcar mencionado 40 
anteriormente a través de un espaciador. Por ejemplo, el átomo terminal del espaciador antes mencionado se puede 
añadir a o sustituir a uno de los oxígenos enlazantes antes mencionados del grupo fosfato antes mencionado, o al O, 
N, S o C del resto de azúcar. El sitio de unión en el resto de azúcar antes mencionado es preferiblemente, por ejemplo, 
C en la posición 3', C en la posición 5' o cualquier átomo unido al mismo. Por ejemplo, el espaciador mencionado 
anteriormente también puede añadirse a o sustituir a un átomo terminal de la alternativa de nucleótido mencionada 45 
anteriormente, tal como PNA. 

El espaciador antes mencionado no está particularmente limitado, y los ejemplos del mismo incluyen -(CH2)n-, -
(CH2)nN-, -(CH2)nO- ,-(CH2)nS-, -O(CH2CH2O)nCH2CH2OH, azúcares abásicos, amida, carboxi, amina, oxiamina, 
oxiimina, tioéter, disulfuro, tiourea, sulfonamida y morfolino, y también reactivos de biotina y reactivos de fluoresceína. 
En las fórmulas antes mencionadas, n es un número entero positivo, y es preferible n = 3 o 6. 50 

 Otros ejemplos de la molécula antes mencionada para añadir al final incluyen colorantes, agentes intercalantes (p. 
ej., acridinas), agentes de reticulación (p. ej., psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, safirina), 
hidrocarburos aromáticos policíclicos (p. ej., fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (p. ej., EDTA), 
transportadores lipófilos (p. ej., colesterol, ácido cólico, ácido adamantanoacético, ácido 1-pirenobutírico, 
dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, un grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-55 
propanodiol, un grupo heptadecilo, ácido palmítico, ácido mirístico, ácido O3-(oleoil)litocólico, ácido O3-(oleoil)cólico, 
dimetoxitritilo o fenoxatiina), complejos peptídicos (p. ej., péptido Antennapedia, péptido Tat), agentes alquilantes, 
fosfato, amino, mercapto, PEG (p. ej., PEG-40K), MPEG, [MPEG]2, poliamino, alquilo, alquilo sustituido, marcadores 
radiomarcados, enzimas, haptenos (p. ej., biotina), facilitadores del transporte/de la absorción (p. ej., aspirina, vitamina 
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E, ácido fólico) y ribonucleasas sintéticas (p. ej., imidazol, bisimidazol, histamina, grupos de imidazoles, complejos de 
acridina-imidazol, complejos de Eu3+ de tetraazamacrociclos). 

En la molécula ssNc de la presente invención, por ejemplo, el extremo 5' mencionado anteriormente puede modificarse 
con un grupo fosfato o un análogo del grupo fosfato. Los ejemplos del grupo fosfato antes mencionado incluyen: 

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

5'-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(O)-O-5'); 

5'-trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-O-5'); 

5'-casquete de guanosina (7-metilada o no metilada, 7 m-G-O-5'-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-O-5'); 

5'-casquete de adenosina (Appp); 

cualquier estructura de casquete de nucleótido modificada o no modificada (N-O-5'-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-10 
P(HO)(O)-O-5'); 

5'-monotiofosfato (fosforotioato: (HO)2(S)P-O-5'); 

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

5'-fosforotiolato ((HO)2(O)P-S-5'); 

monofosfato, difosfato y trifosfatos sustituidos con azufre (p. ej., 5'-α-tiotrifosfato, 5'-γ-tiotrifosfato y similares); 15 

5'-fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5', (HO)(NH2)(O)P-O-5'); 

5'-alquilfosfonatos (p. ej., RP(OH)(O)-O-5', (OH)2(O)P-5'-CH2, donde R es alquilo (p. ej., metilo, etilo, isopropilo, 
propilo o similares)); y 

5'-alquileterfosfonatos (p. ej., RP(OH)(O)-O-5', donde R es alquiléter (p. ej., metoximetilo, etoximetilo o similares)). 

En el resto de nucleótido mencionado anteriormente, la base mencionada anteriormente no está particularmente 20 
limitada. La base antes mencionada puede ser, por ejemplo, una base natural o una base no natural. La base antes 
mencionada puede ser, por ejemplo, una base de origen natural o una base sintética. Como base mencionada 
anteriormente, se puede usar, por ejemplo, una base común, un análogo modificado de la misma y similares. 

Los ejemplos de la base antes mencionada incluyen: bases de purina tales como adenina y guanina; y bases de 
pirimidina tales como citosina, uracilo y timina. Otros ejemplos de la base antes mencionada incluyen inosina, xantina, 25 
hipoxantina, nubularina, isoguanisina y tubercidina. Los ejemplos de la base antes mencionada también incluyen: 2-
aminoadenina, derivados de alquilo tales como purina 6-metilada; derivados de alquilo tales como purina 2-propilada; 
5-halouracilo y 5-halocitosina; 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina; 6-azouracilo, 6-azocitosina y 6-azotimina; 5-uracilo 
(pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-halouracilo, 5-(2-aminopropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo; purinas 8-halogenadas, 
aminadas, tioladas, tioalquiladas, hidroxiladas y otras 8-sustituidas; pirimidinas 5-trifluorometiladas y otras 5-30 
sustituidas; 7-metilguanina; pirimidinas 5-sustituidas; 6-azapirimidinas; purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas (incluyendo 
2-aminopropiladenina); 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina; dihidrouracilo; 3-desaza-5-azacitosina; 2-aminopurina; 5-
alquiluracilo; 7-alquilguanina; 5-alquilcitosina; 7-desazaadenina; N6,N6-dimetiladenina; 2,6-diaminopurina; 5-amino-
alil-uracilo; N3-metiluracilo; 1,2,4-triazoles sustituidos; 2-piridinona; 5-nitroindol; 3-nitropirrol; 5-metoxiuracilo; ácido 
uracil-5-oxiacético; 5-metoxicarbonilmetiluracilo; 5-metil-2-tiouracilo; 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracilo; 5-35 
metilaminometil-2-tiouracilo; 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo; 3-metilcitosina; 5-metilcitosina; N4-acetilcitosina; 2-
tiocitosina; N6-metiladenina; N6-isopentiladenina; 2-metiltio-N6-isopenteniladenina; N-metilguanina; y bases O-
alquiladas. Los ejemplos de las purinas y pirimidinas incluyen las descritas en la patente de EE.UU. Nº 3,687,808, 
"Concise Encyclopedia of Polymer Science and Engineering", págs. 858 a 859, editado por Kroschwitz J. I, John Wiley 
& Sons, 1990, y Englisch et al, Angewandte Chemie, Edición internacional, 1991, vol. 30, pág. 613. 40 

Otros ejemplos del resto de nucleótido modificado mencionado anteriormente incluyen aquellos que no tienen base, 
es decir, aquellos que tienen un esqueleto de ribofosfato abásico. Además, como el resto de nucleótido modificado 
mencionado anteriormente se pueden usar, por ejemplo, los descritos en la solicitud internacional WO 2004/080406 
(fecha de presentación: 8 de marzo, 2004). 

3. Resto no nucleotídico 45 

El resto no nucleotídico mencionado anteriormente está presente en la región conectora (Lx) mencionada anteriormente. 

En la molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención, un método para modificar la región 
conectora (Lx) mencionada anteriormente con la sustancia biorrelacionada mencionada anteriormente no está 
particularmente limitado. 
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Como una primera realización del método de modificación, por ejemplo, se muestra un ejemplo del método de 
modificación del extremo 5' de la molécula de ácido nucleico antes mencionada, por ejemplo, en el siguiente esquema 1. 

 

Como una segunda realización del método de modificación, por ejemplo, a continuación se muestra un ejemplo del 
método de modificación de una región conectora que tiene un resto de aminoácido o un resto de péptido. 5 

En primer lugar, se sintetiza una amidita mediante el método de síntesis del siguiente esquema 2. El siguiente esquema 
2 es un ejemplo y el método no se limita al mismo. Por ejemplo, en el siguiente esquema 2 se usa Fmoc como grupo 
protector del grupo amino de la cadena lateral de Lys. Sin embargo, por ejemplo, se puede usar Tfa como en el 
esquema 6 en el ejemplo mencionado a continuación, o también se puede usar otro grupo protector. 

 10 

Luego, usando la amidita mencionada anteriormente que tiene el conector de unión mencionado anteriormente, y 
mediante el método del siguiente esquema 3, se sintetiza una molécula de ácido nucleico, y la sustancia 
biorrelacionada mencionada anteriormente se une al conector de unión mencionado anteriormente en la molécula de 
ácido nucleico mencionada anteriormente. 

  15 
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Cuando se introduce un conector tiol como el conector de unión mencionado anteriormente, la molécula de ácido 
nucleico mencionada anteriormente se sintetiza mediante el método de síntesis del siguiente esquema 4. 

 

Luego, como se muestra en el siguiente esquema 5, la sustancia biorrelacionada mencionada anteriormente se une 
al conector tiol mencionado anteriormente en la molécula de ácido nucleico mencionada anteriormente a través de un 
enlace S-S. 
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Estos métodos son ejemplos y la presente invención no está limitada en absoluto por estas realizaciones. 

4. Composición 

La composición inhibidora de la expresión según la presente invención es, como se ha descrito anteriormente, una 
composición para inhibir la expresión de un gen diana, que contiene la molécula ssNc de la presente invención 5 
mencionada anteriormente. La composición de la presente invención se caracteriza por que contiene la molécula ssNc 
de la presente invención mencionada anteriormente, y otras configuraciones no están limitadas en modo alguno. La 
composición inhibidora de la expresión de la presente invención también puede denominarse, por ejemplo, reactivo 
inhibidor de la expresión. 

De acuerdo con la presente invención, por ejemplo, mediante la administración a un sujeto en el que está presente el 10 
gen diana mencionado anteriormente, es posible inhibir la expresión del gen diana mencionado anteriormente. 

Además, como se ha descrito anteriormente, la composición farmacéutica según la presente invención contiene la 
molécula ssNc de la presente invención mencionada anteriormente. La composición de la presente invención se 
caracteriza por que contiene la molécula ssNc de la presente invención mencionada anteriormente, y otras 
configuraciones no están limitadas en modo alguno. La composición farmacéutica de la presente invención también 15 
puede denominarse, por ejemplo, producto farmacéutico. 

De acuerdo con la presente invención, por ejemplo, la administración a un paciente con una enfermedad causada por 
un gen puede inhibir la expresión del gen antes mencionado, tratando así la enfermedad antes mencionada. En la 
presente invención, el término "tratamiento" engloba, como se mencionó anteriormente, la prevención de las 
enfermedades antes mencionadas; mejora de las enfermedades; y mejora del pronóstico, por ejemplo, y puede 20 
significar cualquiera de ellos. 

En la presente invención, una enfermedad para tratar no está particularmente limitada, y los ejemplos de la misma 
incluyen enfermedades causadas por la expresión de genes. Dependiendo del tipo de la enfermedad mencionada 
anteriormente, un gen que causa la enfermedad se puede determinar como el gen diana mencionado anteriormente 
y, además, dependiendo del gen diana mencionado anteriormente, se puede determinar según corresponda la 25 
secuencia inhibidora de la expresión mencionada anteriormente. 

Un ejemplo específico es el siguiente. Determinando el gen de TGF-β1 mencionado anteriormente como el gen diana 
mencionado anteriormente e incorporando una secuencia inhibidora de la expresión para el gen mencionado 
anteriormente en la molécula ssNc mencionada anteriormente, la molécula ssNc puede usarse para el tratamiento de, 
por ejemplo, enfermedades inflamatorias, específicamente, lesión pulmonar aguda y similares. 30 

El método de uso de la composición inhibidora de la expresión y la composición farmacéutica según la presente 
invención (en lo sucesivo, ambas composiciones se denominarán simplemente "las composiciones") no están 
particularmente limitadon, y los ejemplos de los mismos incluyen administrar la molécula ssNc mencionada 
anteriormente a un sujeto que tiene el gen diana antes mencionado. 

Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente al que se administra la molécula ssNc de la presente invención 35 
incluyen células, tejidos y órganos. Los ejemplos del sujeto mencionado anteriormente también incluyen seres 
humanos, animales no humanos tales como mamíferos no humanos, es decir, mamíferos excluyendo seres humanos. 
La administración antes mencionada se puede realizar, por ejemplo, in vivo o in vitro. Las células antes mencionadas 
no están particularmente limitadas, y los ejemplos de las mismas incluyen: diversas células cultivadas tales como 
células HeLa, células 293, células NIH3T3 y células COS; células madre tales como células ES y células madre 40 
hematopoyéticas; y células aisladas de organismos vivos, tales como células cultivadas primarias. 
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El método de administración antes mencionado no está particularmente limitado y puede determinarse, por ejemplo, 
como apropiado dependiendo del sujeto. Cuando el sujeto mencionado anteriormente es una célula cultivada, el 
método de administración puede ser, por ejemplo, un método que usa un reactivo de transfección, un método de 
electroporación o similares. 

Por ejemplo, cada una de las composiciones de la presente invención puede contener solo la molécula ssNc de la 5 
presente invención o además puede contener un aditivo(s) además de la molécula ssNc. El aditivo antes mencionado 
no está particularmente limitado y es preferiblemente, por ejemplo, un aditivo farmacéuticamente aceptable. El tipo del 
aditivo antes mencionado no está particularmente limitado y puede seleccionarse según corresponda dependiendo, 
por ejemplo, del tipo de sujeto. 

5. Método de inhibición de la expresión in vitro 10 

El método de inhibición de la expresión in vitro según la presente invención es, como se ha descrito anteriormente, un 
método para inhibir la expresión de un gen diana, en el que se usa la molécula ssNc de la presente invención antes 
mencionada. El método de inhibición de la expresión in vitro de la presente invención se caracteriza por que se usa 
en este la molécula ssNc de la presente invención mencionada anteriormente, y otras etapas y condiciones no están 
limitadas en modo alguno. 15 

En el método de inhibición de la expresión in vitro de la presente invención, el mecanismo por el cual se inhibe la 
expresión del gen antes mencionado no está particularmente limitado, y los ejemplos del mismo incluyen la inhibición 
de la expresión por interferencia de ARN o un fenómeno similar a la interferencia de ARN. El método de inhibición de 
la expresión in vitro de la presente invención es, por ejemplo, un método para inducir la interferencia de ARN que 
inhibe la expresión antes mencionada de un gen diana, y también puede referirse a un método para inducir la expresión 20 
que se caracteriza por que se usa en este la molécula ssNc antes mencionada de la presente invención. 

El método de inhibición de la expresión in vitro de la presente invención incluye, por ejemplo, la etapa de administrar la 
molécula ssNc mencionada anteriormente a un sujeto en el que está presente el gen diana mencionado anteriormente. 
Mediante la etapa de administración antes mencionada, por ejemplo, la molécula ssNc antes mencionada se pone en 
contacto con el sujeto antes mencionado al que se administra la molécula ssNc. Los ejemplos del sujeto antes 25 
mencionado al que se administra la molécula ssNc de la presente invención incluyen células, tejidos y órganos. 

En el método de inhibición de la expresión in vitro de la presente invención, por ejemplo, la molécula ssNc mencionada 
anteriormente se puede administrar sola, o se puede administrar la composición mencionada anteriormente de la 
presente invención que contiene la molécula ssNc mencionada anteriormente. El método de administración antes 
mencionado no está particularmente limitado y, por ejemplo, puede seleccionarse como apropiado dependiendo del tipo 30 
de sujeto. 

6. Método de tratamiento 

Como se describió anteriormente, la invención proporciona la molécula ssNc antes mencionada para usar en un 
método para tratar una enfermedad. El método para tratar una enfermedad incluye la etapa de administrar la molécula 
ssNc antes mencionada de la presente invención a un paciente, y la molécula ssNc antes mencionada incluye, como 35 
la secuencia inhibidora de la expresión antes mencionada, una secuencia que inhibe la expresión de un gen que causa 
la enfermedad antes mencionada. 

La descripción relativa al método de inhibición de la expresión mencionado anteriormente de la presente invención 
también se aplica, por ejemplo, al método de tratamiento. El método de administración antes mencionado no está 
particularmente limitado y puede ser cualquiera de, por ejemplo, administración oral y administración parenteral. 40 

Ejemplos 

A continuación se explican los ejemplos de la presente invención. Sin embargo, la presente invención no se limita a 
los siguientes ejemplos. 

Ejemplo A1: Síntesis de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada 

(1) Síntesis de la molécula de ácido nucleico monocatenario 45 

Las moléculas de ácido nucleico monocatenario que se muestran a continuación se sintetizaron mediante un 
sintetizador de ácidos nucleicos (nombre comercial: ABI Expedite (marca registrada) 8909 Nucleic Acid Synthesis 
System, Applied Biosystems) basado en el método de la fosforamidita. En la síntesis antes mencionada, se usó EMM 
amidita (documento WO 2013/027843) como ARN amidita (en lo sucesivo la misma). La amidita antes mencionada se 
desprotegió por un método convencional. La molécula de ácido nucleico monocatenario sintetizada se purificó por 50 
HPLC. Se liofilizó cada una de las moléculas de ácido nucleico monocatenario después de la purificación. En las 
siguientes moléculas de ácido nucleico monocatenario, las partes subrayadas en KH-0001, NH-0005, PH-0009 son 
secuencias inhibidoras de la expresión del gen de TGF-β1 humano, y la parte subrayada en KH-0010 es una secuencia 
inhibidora de la expresión del gen de la luciferasa. 
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KH-0001 (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la 
expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

5'-GCAGAGUACACACAGCAUAUACC-Lx-GGUAUAUGCUGUGUGUACUCUGCUU-3' NH-0005 (SEQ ID NO: 30) 

5'-GCAGAGUACACACAGCAUAUACCCCACACCGGUAUAUGCUGUGUGUACUCUGCUU-3'  

PH-0009 (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la 5 
expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

5'-GCAGAGUACACACAGCAUAUACC-Lx-GGUAUAUGCUGUGUGUACUCUGCUU-3'  

KH-0010 (SEQ ID NO: 31 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la 
expresión del gen diana) y 38 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 31) 

5'-CUUACGCUGAGUACUUCGAUUCC-Lx-GGAAUCGAAGUACUCAGCGUAAGUU-3'  10 

KH-0030 (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la 
expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

5'-GCAGAGUACACACAGCAUAUACC-Lx-GGUAUAUGCUGUGUGUACUCUGCUU-3'  

PH-0000 (SEQ ID NO: 32 (cadena del lado 3') y 39 (cadena del lado 5')) 

5'-UACUAUUCGACACGCGAAGUUCC-Lx-GGAACUUCGCGGUUCGAAUAGUAUU-3' 15 

KH-0001, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención, es una molécula de ácido 
nucleico monocatenario que utiliza la siguiente lisina-amidita como región conectora (Lx). 

 

Las NH-0005 y PH-0009 mencionadas anteriormente son moléculas de ácido nucleico monocatenario de ejemplos 
comparativos, NH-0005 es una molécula de ácido nucleico monocatenario que utiliza solo restos de nucleótidos como 20 
región conectora (Lx) y PH-0009 es una molécula de ácido nucleico monocatenario que utiliza la siguiente L-
prolinadiamida-amidita como región conectora (Lx). 

 

KH-0010, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención, es una molécula de ácido 
nucleico monocatenario que utiliza la lisina-amidita mencionada anteriormente como región conectora (Lx). 25 

KH-0030, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención, es una molécula de ácido 
nucleico monocatenario que utiliza la siguiente lisina-colesterolamidita como región conectora (Lx). 
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La PH-0000 mencionada anteriormente es una molécula de ácido nucleico monocatenario como control negativo y es 
una molécula de ácido nucleico monocatenario que utiliza la L-prolinadiamida-amidita mencionada anteriormente 
como región conectora (Lx). 

(2) Síntesis de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípidos 5 

A continuación se muestra la estructura de KH-0001-C18, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con lípidos de la presente invención. 

KH-0001-C18 es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que el ácido esteárico (C18) como lípido de una 
cadena se une a la región conectora (Lx) de la KH-0001 mencionada anteriormente mediante el método mencionado 
a continuación. 10 

KH-0001-C18 (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la 
expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

 

Síntesis de KH-0001-C18 

Se mezclaron KH-0001 500 µmol/l (200 µl), solución de C18-NHS/DMF 50 mmol/l (80 µl), isopropanol (320 µl) y tampón 15 
de carbonato (400 µl) (pH 9.2, concentración final 100 mmol/l) y la mezcla se agitó a 40ºC durante 3 horas. La mezcla 
de reacción se purificó por HPLC (columna: Develosil C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 
260 nm; horno de columna: 35°C; Tampón A: TEAA 50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) para separar el pico 
del producto objeto. La fracción separada se sometió a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió 
en agua destilada para inyección (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia UV a 260 nm y se calculó 20 
el rendimiento para dar KH-0001-C18 (6.5 mg) con una pureza de 98.45%. Espectrometría de masas: 15989.34 
(Calculado: 15989.06). En la Fig. 2 se muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

La estructura de KH-0001-DOPE, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípidos, se 
muestra a continuación. 

KH-0001-DOPE es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que DOPE como lípido de cadena doble se une 25 
a la región conectora (Lx) de la KH-0001 mencionada anteriormente mediante el método mencionado a continuación. 

KH-0001-DOPE (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 
la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 
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Síntesis de KH-0001-DOPE 

Se mezclaron KH-0001 (1115 µM, 100 µl), solución de DOPE-NHS/etanol 10 mM (400 µl), etanol (200 µl), solución 
acuosa de trietilamina al 1% (100 µl) y agua destilada para inyección (200 µl) y la mezcla se agitó a 40ºC durante 3 h. 
La mezcla de reacción se purificó por HPLC (columna: Develosil C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; 5 
detección: UV 260 nm; horno de columna: 35°C; Tampón A: TEAA 50 mM, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) y se 
separó el pico del producto objeto. La fracción separada se sometió a precipitación con etanol y el precipitado 
resultante se disolvió en agua destilada para inyección. Se midió la absorbancia a UV 260 nm y se calculó el 
rendimiento para dar KH-0001-DOPE (3.0 mg) que tenía una pureza de 98.64%. Espectrometría de masas: 16562.52 
(Calculado: 16562.71). En la Fig. 3 se muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 10 

La estructura de KH-0001-Chol, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido, se muestra 
a continuación. 

KH-0001-Chol es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que el colesterol se une mediante un conector 
de etilenglicol a la región conectora (Lx) de la KH-0001 mencionada anteriormente mediante el método mencionado a 
continuación. 15 

KH-0001-Chol (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 
la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria a la SEQ ID NO: 29)) 

 

Síntesis de KH-0001-Chol 

Se mezclaron KH-0001 500 µmol/l (200 µl),  solución de éster de colesteril-EG-NHS/DMF 50 mmol/l (80 µl), isopropanol 20 
(320 µl) y tampón de carbonato (400 µl) (pH 9.2, concentración final 100 mmol/l) y la mezcla se agitó a 50°C durante 
la noche. La mezcla de reacción se purificó por HPLC (columna: Develosil C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 
ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 35°C; Tampón A: TEAA 50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: 
CH3CN) y se separó el pico del producto objeto. La fracción separada se sometió a precipitación con etanol y el 
precipitado resultante se disolvió en agua destilada para inyección (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la 25 
absorbancia UV a 260 nm y se calculó el rendimiento para dar KH-0001-Chol (0.9 mg) con una pureza de 95.47%. 
Espectrometría de masas: 16382.13 (Calculado: 16382.55). 

(3) Síntesis de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato 

La estructura de KH-0001-Lac, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato, se 
muestra a continuación. 30 

KH-0001-Lac es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que la lactosa como disacárido se une a la 
región conectora (Lx) de la KH-0001 mencionada anteriormente mediante el método mencionado a continuación. 

KH-0001-Lac (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe la 
expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

E16772690
02-09-2022ES 2 926 369 T3



21 

 

Síntesis de KH-0001-Lac 

Se mezclaron KH-0001 1 mmol/l (100 µl), lactosa 2 mol/l (50 µl), metanol (600 µl), tampón acetato (200 µl) (pH 3.8, 
concentración final 200 mmol/l) y solución de NaBH3CN/metanol 10 mol/l (50 µl) y la mezcla se agitó a 60°C durante 
20 horas. La mezcla de reacción se purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare) y la producción del 5 
producto objetivo se confirmó por espectrometría de masas. Espectrometría de masas: 16048.38 (Calculado: 
16048.89). En la Fig. 4 se muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

La estructura de KH-0001-GalNAc, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato, 
se muestra a continuación. 

KH-0001-GalNAc es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que la N-acetilgalactosamina como 10 
monosacárido se une a la región conectora (Lx) de la KH-0001 antes mencionada mediante el método mencionado a 
continuación. 

KH-0001-GalNAc (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 
la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

[Chem. KHGalNAc] 15 

 

Síntesis de KH-0001-GalNAc 

Se mezclaron KH-0001 1 mmol/l (100 µl), N-acetilgalactosamina 2 mol/l (50 µl), metanol (600 µl), tampón de acetato 
(200 µl) (pH 3.8, concentración final 200 mmol/l) y solución de NaBH3CN/metanol 10 mol /l (50 µl) y la mezcla se agitó 
a 60°C durante la noche. La mezcla de reacción se purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare) y la 20 
producción del producto objetivo se confirmó por espectrometría de masas. Espectrometría de masas: 15927.54 
(Calculado: 15927.81). 

La estructura de KH-0001-GlcNAc, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato, 
se muestra a continuación. 

KH-0001-GlcNAc es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que la N-acetilglucosamina como monosacárido 25 
se une a la región conectora (Lx) de la KH-0001 antes mencionada mediante el método mencionado a continuación. 

KH-0001-GlcNAc (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 
la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

 

Síntesis de KH-0001-GlcNAc 30 

Se mezclaron KH-0001 1 mmol/l (100 µl), N-acetilglucosamina 2 mol/l (50 µl), metanol (600 µl), tampón de acetato 
(200 µl) (pH 3.8, concentración final 200 mmol/l) y solución de NaBH3CN/metanol 10 mol /l (50 µl) y la mezcla se agitó 
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a 60°C durante la noche. La mezcla de reacción se purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare) y la 
producción del producto objetivo se confirmó por espectrometría de masas. Espectrometría de masas: 15927.85 
(Calculado: 15927.81). 

(4) Síntesis de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con péptido 

La estructura de KH-0010-GE11, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con péptido, se 5 
muestra a continuación. 

KH-0010-GE11 es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que GE11 como un péptido que se muestra 
en la SEQ ID NO: 12 mencionada anteriormente se une a través de un conector GMBS a la región conectora (Lx) de 
la KH-0010 mencionada anteriormente mediante el método mencionado a continuación. 

KH-0010-GE11 (SEQ ID NO: 31 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 10 
la expresión del gen diana) y 38 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 31)) 

 

Síntesis de KH-0010-GE11 

Se mezclaron KH-0010 500 µmol/l (200 µl), solución de GMBS/DMF 4 mmol/l (500 µl) y tampón de fosfato (pH 7.0, 
concentración final 120 mmol/l), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reacción se 15 
purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare), se añadió 1 mg de péptido GE11 en tampón de fosfato 100 
mmol/l (pH 7.0) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se purificó por HPLC 
(columna: Develosil C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 35°C; 
Tampón A: TEAA 50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN), y se separó el pico del producto objeto. La fracción 
separada se sometió a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió en agua destilada para inyección 20 
(Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia UV a 260 nm y se calculó el rendimiento para dar KH-
0010-GE11 (0.7 mg) con una pureza de 95.97%. En la Fig. 5 se muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

A continuación se muestra la estructura de KH-0010-GE11(7), que es la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con péptido. 

KH-0010-GE11(7) es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que GE11(7) como un péptido mostrado 25 
por la SEQ ID NO: 13 antes mencionada se une, a través de un conector GMBS, a la región conectora (Lx) de la KH-
0010 antes mencionada por el método mencionado a continuación. 

KH-0010-GE11(7) (SEQ ID NO: 31 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que 
inhibe la expresión del gen diana) y 38 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 31)) 

 30 

 

Síntesis de KH-0010-GE11(7) 

Se mezclaron KH-0010 500 µmol/l (200 µl), solución de GMBS/DMF 4 mmol/l (500 µl) y tampón de fosfato (pH 7.0, 
concentración final 120 mmol/l), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reacción se 
purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare), se añadió 1 mg del péptido GE11(7) en tampón de fosfato 35 
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100 mmol/l (pH 7.0) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se purificó por 
HPLC (columna: Develosil C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 
35°C; Tampón A: TEAA 50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) y se separó el pico del producto objeto. La 
fracción separada se sometió a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió en agua destilada para 
inyección (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia UV a 260 nm y se calculó el rendimiento para 5 
dar KH-0010-GE11(7) (0.3 mg) con una pureza de 95.12%. Espectrometría de masas: 16877.66 (Calculado: 
16877.74). En la Fig. 6 se muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

A continuación se muestra la estructura de KH-0010-GE11(5), que es la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con péptido. 

KH-0010-GE11(5) es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que GE11(5) como un péptido que se 10 
muestra en la SEQ ID NO: 14 mencionada anteriormente se une, a través de un conector GMBS, a la región conectora 
(Lx) de la KH-0010 antes mencionada por el método mencionado a continuación. 

KH-0010-GE11(5) (SEQ ID NO: 31 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que 
inhibe la expresión del gen diana) y 38 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 31)) 

 15 

Síntesis de KH-0010-GE11 (5) 

Se mezclaron KH-0010 500 µmol/l (200 µl), solución de GMBS/DMF 4 mmol/l (500 µl) y tampón de fosfato (pH 7.0, 
concentración final 120 mmol/l), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de reacción se 
purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare), se añadió 1 mg de péptido GE11(5) en tampón de fosfato 
100 mmol/l (pH 7.0) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se purificó por 20 
HPLC (columna: Develosil C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 
35°C; Tampón A: TEAA 50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) y se separó el pico del producto objeto. La 
fracción separada se sometió a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió en agua destilada para 
inyección (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia UV a 260 nm y se calculó el rendimiento para 
dar KH-0010-GE11(5) (0.6 mg) con una pureza de 92.12%. Espectrometría de masas: 16657.41 (Calculado: 25 
16657.54). En la Fig. 7 se muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

A continuación se muestra la estructura de KH-0001-GE11, que es la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con péptido. 

KH-0001-GE11 es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que GE11 como un péptido mostrado por la 
SEQ ID NO: 12 mencionada anteriormente se une, a través de un conector GMBS, a la región conectora (Lx) de la 30 
KH-0001 mencionada anteriormente por el método mencionado a continuación. 

KH-0001-GE11 (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 
la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

 

  35 
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Síntesis de KH-0001-GE11 

Se mezclaron KH-0001 500 µmol/l (800 µl), solución de GMBS/DMF 4 mmol/l (2000 µl), tampón de fosfato 1 mol/l (pH 
7.0) (480 µl) y agua destilada para inyección (720 µl), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. La 
mezcla de reacción se purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare) y se usó una cantidad de 1/3 de la 
misma para la siguiente reacción. Se añadió 1 mg de péptido GE11 en tampón de fosfato 100 mmol/l (pH 7.0) y la 5 
mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se purificó por HPLC (columna: Develosil 
C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 35°C; Tampón A: TEAA 
50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) y se separó el pico del producto objeto. La fracción separada se sometió 
a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió en agua destilada para inyección (Otsuka 
Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia UV a 260 nm y se calculó el rendimiento para dar KH-0001-GE11 10 
(1.1 mg) con una pureza de 96.85%. Espectrometría de masas: 17530.41 (Calculado: 17530.61). En la Fig. 8 se 
muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

A continuación se muestra la estructura de KH-0001-GE11(7), que es la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con péptido. 

KH-0001-GE11(7) es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que GE11(7) como un péptido mostrado 15 
por la SEQ ID NO: 13 antes mencionada se une, a través de un conector GMBS, a la región conectora (Lx) de la KH-
0001 antes mencionada por el método mencionado a continuación. 

KH-0001-GE11(7) (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que 
inhibe la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 

 20 

Síntesis de KH-0001-GE11(7) 

Se mezclaron KH-0001 500 µmol/l (800 µl), solución de GMBS/DMF 4 mmol/l (2000 µl), tampón de fosfato 1 mol/l (pH 
7.0) (480 µl) y agua destilada para inyección (720 µl), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. La 
mezcla de reacción se purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare) y se usó una cantidad de 1/3 de la 
misma para la siguiente reacción. Se añadió 1 mg de péptido GE11(7) en tampón de fosfato 100 mmol/l (pH 7.0) y la 25 
mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se purificó por HPLC (columna: Develosil 
C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 35°C; Tampón A: TEAA 
50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) y se separó el pico del producto objeto. La fracción separada se sometió 
a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió en agua destilada para inyección (Otsuka 
Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia a UV 260 nm y se calculó el rendimiento para dar KH-0001-GE11(7) 30 
(1.1 mg) con una pureza de 96.40%. Espectrometría de masas: 16877.65 (Calculado: 16877.74). En la Fig. 9 se 
muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

A continuación se muestra la estructura de KH-0001-GE11(5), que es la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con péptido. 

KH-0001-GE11(5) es una molécula de ácido nucleico monocatenario en la que GE11(5) como un péptido que se 35 
muestra en la SEQ ID NO: 14 mencionada anteriormente se une, a través de un conector GMBS, a la región conectora 
(Lx) de la KH-0001 antes mencionada por el método mencionado a continuación. 

KH-0001-GE11(5) (SEQ ID NO: 29 (una secuencia que comprende una secuencia inhibidora de la expresión que 
inhibe la expresión del gen diana) y 37 (una secuencia que es complementaria de la SEQ ID NO: 29)) 
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Síntesis de KH-0001-GE11(5) 

Se mezclaron KH-0001 500 µmol/l (800 µl), solución de GMBS/DMF 4 mmol/l (2000 µl), tampón de fosfato 1 mol/l (pH 
7.0) (480 µl) y agua destilada para inyección (720 µl), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 3 h. La 
mezcla de reacción se purificó mediante Sephadex G-25 (PD-10; GE Healthcare) y se usó una cantidad de 1/3 de la 5 
misma para la siguiente reacción. Se añadió 1 mg de péptido GE11(5) en tampón de fosfato 100 mmol/l (pH 7.0) y la 
mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reacción se purificó por HPLC (columna: Develosil 
C8-UG-5, 5 µm, 10 x 50 mm; caudal: 4.7 ml/min; detección: UV 260 nm; horno de columna: 35°C; Tampón A: TEAA 
50 mmol/l, CH3CN al 5%; Tampón B: CH3CN) y se separó el pico del producto objeto. La fracción separada se sometió 
a precipitación con etanol y el precipitado resultante se disolvió en agua destilada para inyección (Otsuka 10 
Pharmaceutical Co., Ltd.). Se midió la absorbancia UV a 260 nm y se calculó el rendimiento para dar KH-0001-GE11(5) 
(1.1 mg) con una pureza de 98.09%. Espectrometría de masas: 16657.49 (Calculado: 16657.54). En la Fig. 10 se 
muestra un gráfico de HPLC después de la purificación. 

Ejemplo B1: Efecto inhibidor de la expresión génica de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con 
lípidos 15 

Se examinó el efecto inhibidor de la expresión del gen de TGF-β1 de la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con lípido KH-0001-C18 que tiene una secuencia inhibidora de la expresión dirigida al gen de TGF-β1, que 
se sintetiza en el Ejemplo A1 mencionado anteriormente, y la molécula de ácido nucleico monocatenario sin conjugado 
PH-0009 como ejemplo comparativo. 

Cada una de las moléculas de ácido nucleico monocatenario mencionadas anteriormente se disolvió en agua destilada 20 
para inyección (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.) para preparar una solución de molécula de ácido nucleico 
monocatenario. 

Como células, se usaron células A549 (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Como medio, se utilizó DMEM (Invitrogen) 
que contenía FBS al 10%. Las condiciones de cultivo fueron 37°C, 5% de CO2. 

En primer lugar, las células se cultivaron en el medio antes mencionado y la solución de cultivo se dispensó en una 25 
placa de 24 pocillos de manera que cada pocillo contuviera 400 µl de la solución de cultivo para lograr una densidad 
de 4 × 104 células/pocillo. Las células en el pocillo mencionado anteriormente se transfectaron con la molécula de 
ácido nucleico monocatenario mencionada anteriormente usando un reactivo de transfección RNAiMAX (Invitrogen) 
según el protocolo del reactivo de transfección mencionado anteriormente. Específicamente, la transfección se llevó a 
cabo ajustando la composición por pocillo de la siguiente manera. En la siguiente composición, (A) es el reactivo de 30 
transfección mencionado anteriormente, (B) es Opti-MEM (Invitrogen), (C) es la solución de molécula de ácido nucleico 
monocatenario mencionada anteriormente y se añadieron 98.5 µl de (B) y (C) en combinación. En el pocillo 
mencionado anteriormente, la concentración final de la molécula de ácido nucleico monocatenario mencionada 
anteriormente fue de 0.01, 0.1, 1 nmol/l. 

Tabla 1 35 

(composición por pocillo: µl)   

solución de cultivo 400 

(A) 1.5 

(B) y (C) 98.5 

total 500 

 

Después de la transfección, las células en los pocillos antes mencionados se cultivaron durante 24 horas y luego se 
recogió el ARN utilizando un RNeasy Mini Kit (Qiagen, Países Bajos) de acuerdo con el protocolo suministrado con el 
mismo. Posteriormente, se sintetizó ADNc a partir del ARN antes mencionado utilizando una transcriptasa inversa 
(nombre comercial: SuperScript III, Invitrogen) de acuerdo con el protocolo suministrado con la misma. Luego, como se 40 
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muestra a continuación, se llevó a cabo la PCR usando el ADNc sintetizado mencionado anteriormente como molde, y 
se midió el nivel de expresión del gen de TGF-β1 y el del gen de β-actina como patrón interno. El nivel de expresión 
mencionado anteriormente del gen de TGF-β1 se normalizó con referencia al del gen de β-actina mencionado 
anteriormente. 

La mencionada PCR se llevó a cabo utilizando un LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I (nombre comercial, 5 
Roche) como reactivo y un Light Cycler DX400 (nombre comercial, Roche) como instrumento (en lo sucesivo el 
mismo). El gen de TGF-β1 y el gen de β-actina mencionados anteriormente se amplificaron utilizando los siguientes 
conjuntos de cebadores, respectivamente. 

Conjunto de cebadores de PCR para el gen de TGF-β1 

(SEQ ID NO: 33) 5'-TTGTGCGGCAGTGGTTGAGCCG-3' 10 

(SEQ ID NO: 34) 5'-GAAGCAGGAAAGGCCGGTTCATGC-3' 

Conjunto de cebadores para el gen de β-actina 

(SEQ ID NO: 35) 5'-GCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTC-3' 

(SEQ ID NO: 36) 5'-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGTCAC-3' 

Como control 1, con respecto a las células en la solución de cultivo antes mencionada a las que se añadieron 100 µl de 15 
la solución (B) antes mencionada, también se midieron los niveles de expresión de los genes (-). Además, como control 
2, con respecto a las células sometidas a los mismos procedimientos de transfección que en el anterior, excepto que no 
se añadió la solución de ARN antes mencionada y que se añadieron la (B) antes mencionada y 1.5 µl de la (A) antes 
mencionada para que la cantidad total de (A) y (B) fuera de 100 µl, también se midió el nivel de expresión del gen (testigo). 

En cuanto al nivel de expresión normalizado del gen de TGF-β1, el valor relativo en la célula en la que se introdujo 20 
cada molécula de ácido nucleico monocatenario se determinó basado en el nivel de expresión en las células de control 
(-) fijado en 1. 

Los resultados del mismo se muestran en la Fig. 11. La Fig. 11 es un gráfico que muestra el nivel de expresión relativo 
del gen de TGF-β1, y el eje vertical indica el nivel de expresión génica relativo. Como se muestra en la Fig. 11, se 
encontró que KH-0001-C18 tenía una fuerte actividad inhibidora de la expresión génica del mismo nivel que PH-0009. 25 

Ejemplo B2: Efecto inhibidor de la expresión génica en la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con 
lípido, molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato y molécula de ácido nucleico 
monocatenario conjugada con péptido 

Se estudió el efecto inhibidor de la expresión génica de TGF-β1 de las siguientes molécula de ácido nucleico 
monocatenario conjugada con lípido, molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato y 30 
molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con péptido sintetizadas en el Ejemplo A1 mencionado 
anteriormente y que tienen una secuencia inhibidora de la expresión dirigida al gen de TGF-β1. Como molécula de 
ácido nucleico monocatenario conjugada con lípidos, se usaron KH-0001-C18, KH-0001-DOPE, KH-0001-Chol y KH-
0030, se usaron KH-0001-Lac, KH-0001-GalNAc y KH- 0001-GlcNAc como molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con carbohidrato, y se usaron KH-0001-GE11, KH-0001-GE11(7) y KH-0001-GE11(5) como la molécula de 35 
ácido nucleico monocatenaria conjugada con péptido. Como control negativo, se usó PH-0000, y se usaron KH-0001 
y PH-0009, que son moléculas de ácido nucleico monocatenario sin conjugado, como ejemplo comparativo. 

Al considerar el efecto inhibidor de la expresión génica de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada 
con lípido y la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con péptido, se utilizaron células A549 (DS 
Pharma Biomedical Co., Ltd.). Al considerar el efecto inhibidor de la expresión génica de la molécula de ácido nucleico 40 
monocatenario conjugada con carbohidrato, se usaron células HepG2 (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.). Como medio, 
se utilizó DMEM (Invitrogen) que contenía FBS al 10%. Las condiciones de cultivo fueron 37°C, 5% de CO2. 

Se midió el nivel de expresión génica mediante un método similar al del Ejemplo B1 excepto en los siguientes puntos. 
Como transcriptasa inversa, se utilizó Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (nombre comercial, Roche), 
LightCycler480 SYBR Green I Master (nombre comercial, Roche) como reactivo de PCR, y se usó Light Cycler480 45 
Instrument II (nombre comercial, Roche) como instrumento para la PCR. La concentración final de la molécula de 
ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato y la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada 
con péptido se fijó en 0.1 y 1 nmol/l, respectivamente, y la concentración final de la molécula de ácido nucleico 
monocatenario conjugada con lípido se fijó en 1 nmol/l. 

En cuanto al nivel de expresión del gen de TGF-β1 después de la modificación, el valor relativo del nivel de expresión 50 
en las células en las que se introdujo cada molécula de ácido nucleico monocatenario se determinó con el nivel de 
expresión de las células de control 2 (testigo) como 1. 

Los resultados de la misma se muestran en las Figs. 12 - 14. Cada figura es un gráfico que muestra el valor relativo 
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del nivel de expresión del gen de TGF-β1, en donde el eje vertical muestra el nivel relativo de expresión del gen. La 
figura 12 muestra los resultados de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con carbohidrato, la figura 
13 muestra los resultados de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con péptido y la figura 14 
muestra los resultados de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido. Como se muestra en la 
Fig. 12, todas las moléculas de ácido nucleico monocatenario conjugadas con carbohidratos mostraron una fuerte 5 
actividad inhibidora de la expresión génica del mismo nivel que la de KH-0001 y PH-0009. Como se muestra en la Fig. 
13, todas las moléculas de ácido nucleico monocatenario conjugadas con péptido mostraron una fuerte actividad 
inhibidora de la expresión génica del mismo nivel que la de KH-0001 y PH-0009. Como se muestra en la Fig. 14, KH-
0001-C18 mostró una fuerte actividad inhibidora de la expresión génica del mismo nivel que la de KH-0001 y PH-0009. 
El nivel relativo de expresión génica de KH-0001-DOPE, KH-0001-Chol y KH-0030 fue de 0.1 - 0.35, mostrando así 10 
una actividad inhibidora de la expresión génica. 

Ejemplo C1: Reactividad de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido con la proteína Dicer 

Se estudiaron la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido KH-0001-C18 sintetizada en el 
Ejemplo A1 mencionado anteriormente, y la molécula de ácido nucleico monocatenario sin conjugado PH-0009 y la 
molécula de ácido nucleico monocatenario NH-0005 en la que la región conectora Lx consiste solo en restos de 15 
nucleótidos, cada una de Ejemplo comparativo, para determinar la reactividad con la proteína Dicer. 

Utilizando el Recombinant Human Dicer Enzyme Kit (nombre comercial, Genlantis) como reactivo, y de acuerdo con 
el protocolo adjunto, se preparó una mezcla de reacción que contenía la proteína Dicer antes mencionada y la molécula 
de ácido nucleico antes mencionada, y se incubó a 37°C. El tiempo de incubación se fijó en 0, 2, 6, 24, 48, 72 h. A la 
mezcla de reacción mencionada anteriormente, después de incubación durante un tiempo dado, se añadió un líquido 20 
de inactivación de la reacción del reactivo mencionado anteriormente, y la mezcla se sometió a electroforesis en gel 
de poliacrilamida al 20%-urea 7 M. Posteriormente, el gel de poliacrilamida antes mencionado se tiñó con SYBR Green 
II (nombre comercial, Lonza) y se analizó usando ChemiDoc (nombre comercial, Bio-Rad). 

Los resultados del mismo se muestran en la Fig. 15. La Fig. 15(A) muestra los resultados de la electroforesis que muestra 
la reactividad de NH-0005 con la proteína Dicer, la Fig. 15(B) muestra los resultados de la electroforesis que muestra la 25 
reactividad de PH-0009 con la proteína Dicer, y la Fig. 15(C) muestra los resultados de la electroforesis que muestra la 
reactividad de KH-0001-C18 con la proteína Dicer. En cada figura, la hilera "M" es un marcador de peso molecular (20, 
30, 40, 50 y 100 bases), (h) es el tiempo de incubación antes mencionado y R es una muestra sin tratar. 

PH-0009 sin conjugado y NH-0005 en el que la región conectora consiste en un nucleótido natural, cada una de 
ejemplo comparativo, reaccionaron gradualmente con la proteína Dicer mencionada anteriormente y la reacción 30 
continuó hasta después de 6 h. Por el contrario, KH-0001-C18 que tenía un conjugado de lípido reaccionó rápidamente 
con la Dicer mencionada anteriormente y la reacción se completó 2 horas más tarde. Para examinar en detalle la 
reactividad de KH-0001-C18 con la proteína Dicer, el tiempo de incubación se fijó en 0, 5, 10, 30, 60, 90, 120 min y la 
reacción y el análisis se realizaron de la misma manera. 

Los resultados del mismo se muestran en la Fig. 16. La hilera "M" es un marcador de peso molecular (20, 30, 40, 50 35 
y 100 bases), (min) es el tiempo de incubación mencionado anteriormente (min), y R es una muestra sin tratar. Como 
se muestra en la Fig. 16, KH-0001-C18 reaccionó rápidamente con la proteína Dicer y la reacción se había completado 
60 min más tarde. 

A partir de los resultados anteriores, se encontró que la reactividad de la molécula de ácido nucleico monocatenario 
conjugada con lípido con la proteína Dicer mejoró notablemente. Es decir, cuando se considera junto con los resultados 40 
del efecto inhibidor de la expresión génica del Ejemplo B1 mencionado anteriormente, se considera que la molécula 
de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido tiene potencialmente la capacidad de ejercer rápidamente un 
efecto de interferencia de ARN después de ser introducida en la célula. 

Ejemplo C2: Estabilidad de una molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido en suero humano 

Se estudió la estabilidad en el suero humano de la molécula de ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido 45 
KH-0001-C18 sintetizada en el Ejemplo A1 mencionado anteriormente, y la molécula de ácido nucleico monocatenario 
sin conjugado PH-0009 y la molécula de ácido nucleico monocatenario NH-0005 en la que la región conectora Lx 
consiste solo en restos de nucleótidos, cada una de ejemplo comparativo. 

En primer lugar, se incubó una mezcla (30 µl) de la molécula de ácido nucleico monocatenario mencionada 
anteriormente y suero humano normal (MP Biomedicals) en 1x PBS a 37°C. En la mezcla mencionada anteriormente 50 
(30 µl), la cantidad de la molécula de ácido nucleico monocatenario mencionada anteriormente se fijó en 60 pmol, y la 
cantidad del suero humano normal mencionado anteriormente se fijó en una concentración final de 10%. A las 0 h, 1 
h, 3 h, 5 h y 24 h después del comienzo de la incubación, la mezcla se trató térmicamente a 95°C durante 10 min y se 
enfrió rápidamente en hielo para interrumpir la reacción. Posteriormente, la fracción de ARN se extrajo según el método 
de Bligh y Dyer (http://biochem2.umin.jp/contents/Manuals/manual54.html). El extracto obtenido se sometió a 55 
electroforesis en gel de poliacrilamida 20/-urea 7 M, se tiñó con SYBR Green II (nombre comercial, Lonza) y se analizó 
usando ChemiDoc (nombre comercial, Bio-Rad). 
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Los resultados del mismo se muestran en la Fig. 17. En la Fig. 17, la hilera "M" es un marcador de peso molecular y 
(h) es un tiempo de incubación. 

Como se muestra en la Fig. 17, se confirmó que la NH-0005 del ejemplo comparativo en el que la región conectora Lx 
consiste solo en restos de nucleótidos mostró un progreso rápido de una reacción de descomposición y se logró la 
descomposición completa 1 hora después de la incubación. Por el contrario, KH-0001-C18 de la presente invención 5 
mostró una descomposición tan ligera como PH-0009 del ejemplo comparativo y no mostró descomposición completa 
incluso 5 horas después de la reacción. 

A partir de los resultados del Ejemplo B1 mencionado anteriormente, el Ejemplo B2 mencionado anteriormente, el 
Ejemplo C1 mencionado anteriormente y el Ejemplo C2 mencionado anteriormente, se considera que la molécula de 
ácido nucleico monocatenario conjugada con lípido tiene estabilidad en el cuerpo y potencialmente tiene la capacidad 10 
de ejercer un efecto de interferencia de ARN después de ser introducida en la célula. 

Ejemplo de referencia 1: Síntesis de Lys-amidita 

De acuerdo con el siguiente esquema 6, se sintetizó DMTr-Lys-amidita (7) que es una lisina (Lys)-amidita. En el 
siguiente esquema 6, "Tfa" es un grupo trifluoroacetilo. 
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(1) Síntesis del compuesto 2 

A una solución en piridina (124 ml) de ácido 6-hidroxihexanoico (6 g, 15.1 mmol) se añadieron cloruro de 4,4'-
dimetoxitritilo (20 g, 1.3 eq.) y dimetilaminopiridina (0.5 g, 0.1 eq.) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 
20 horas. Una vez completada la reacción, se añadió metanol (10 ml), la mezcla se agitó durante 10 min y el disolvente 
se evaporó. El líquido de reacción se diluyó con acetato de etilo, se lavó tres veces con tampón de TEAA (pH 8-9) y 5 
se lavó una vez con salmuera saturada. La capa orgánica se secó sobre sulfato sódico y el disolvente se evaporó a 
presión reducida para dar el compuesto 2 (31 g, que contenía piridina) como un aceite de color amarillo pálido. 

(2) Síntesis del compuesto 4 

A una solución en acetonitrilo (45 ml) del compuesto 3 (2.7 g, 7.9 mmol), diciclohexilcarbodiimida (1.9 g, 1.2 eq.) y 
monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (2.6 g, 2.4 eq.) se añadió una solución en acetonitrilo (5 ml) de 4-amino-1-butanol 10 
(0.86 g, 1.2 eq.), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 16 horas. Una vez completada la reacción, el 
precipitado se recogió por filtración y el disolvente del filtrado se evaporó mediante un evaporador. Se añadió 
diclorometano al residuo obtenido y la mezcla se lavó tres veces con tampón de acetato (pH 4) y tres veces con 
solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio. La capa orgánica se secó sobre sulfato de sodio y el disolvente se 
evaporó a presión reducida. El producto bruto obtenido se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice 15 
(eluyente: diclorometano/metanol = 10/1) para dar el compuesto 4 (2.8 g, rendimiento de 85%) como un sólido blanco. 
Los valores analíticos instrumentales del compuesto 4 se muestran a continuación. 

compuesto 4; 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ: 7.07 (br, 1H), 6.72 (t, J=5.6 Hz, 1H), 4.03 (m, 1H), 3.66 (d, J=4.9 Hz, 2H), 3.37 (dd, 
J=12.9, 6.3 Hz, 2H), 3,29 (dd, J=12,4, 6,3 Hz, 2H), 1,83 (s, 2H), 1,66-1,60 (m, 6H), 1,44 (s, 9H), 1,41-1,37 (m, 2H) 20 

(3) Síntesis del compuesto 5 

El compuesto 4 (2.5 g, 6.1 mmol) se agitó en solución de ácido clorhídrico/tetrahidrofurano (4 M, 45 ml) a temperatura 
ambiente durante 2 h. Una vez completada la reacción, el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido 
se disolvió en etanol y se destiló azeotrópicamente con tolueno. El disolvente se evaporó para dar el compuesto 5 (1.9 
g) como un sólido blanco. Los valores analíticos instrumentales del compuesto 5 se muestran a continuación. 25 

compuesto 5; 

RMN-1H (400 MHz, CD3OD) δ: 3.85-3.81 (m, 1H), 3.59-3.56 (m, 2H), 3.32-3.20 (m, 2H), 1.94-1.80 (m, 2H), 1.66-1.58 
(m, 6H), 1.46 -1.40 (m, 2H) 

(4) Síntesis del compuesto 6 

A una solución (150 ml) del compuesto 2 (que contenía piridina, 24 g, 35.5 mmol), diciclohexilcarbodiimida (8.8 g, 1.2 30 
eq.), e 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (7.2 g, 1.5 eq.) se añadió trietilamina (4.5 ml, 0.9 eq.), se añadió además 
una solución en N,N-dimetilformamida (30 ml) del compuesto 5 (10 g, 0.9 eq.) y la mezcla se agitó a temperatura 
ambiente durante 20 h. Una vez completada la reacción, el precipitado se recogió por filtración y el disolvente del 
filtrado se evaporó mediante un evaporador. Se añadió diclorometano al residuo obtenido y la mezcla se lavó tres 
veces con solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio. La capa orgánica se secó sobre sulfato de sodio y el 35 
disolvente se evaporó a presión reducida. El producto bruto obtenido se purificó por cromatografía en columna de gel 
de sílice (eluyente: diclorometano/metanol = 20/1 + piridina al 0.05%) para dar el compuesto 6 (16 g, rendimiento de 
70%) como un sólido amarillo pálido. Los valores analíticos instrumentales del compuesto 6 se muestran a 
continuación. 

compuesto 6; 40 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ: 7.43-7.40 (m, 2H), 7.32-7.26 (m, 6H), 7.21-7.17 (m, 1H), 6.81 (d, J=8.8 Hz, 4H), 4.39-
4.37 (m, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.64-3.61 (m, 2H), 3.33-3.22 (m, 4H), 3.03 (t, J=6.6 Hz, 2H), 2.19 (t, J=7.6 Hz, 2H), 1,79-
1,54 (m, 12H), 1.40-1.34 (m, 4H) 

(5) Síntesis del compuesto 7 

A una solución en acetonitrilo anhidro (3.5 ml) del material de partida (1.26 g, 1.73 mmol), que se secó 45 
azeotrópicamente con acetonitrilo, se añadieron tetrazolida de diisopropilamonio (394 mg, 1.3 eq.) y 2-cianoetoxi-
N,N,N’,N'-tetraisopropil-fosforodiamidita (700 mg, 1.3 eq.), y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 2.5 
horas. Se añadió diclorometano, la mezcla se lavó con solución acuosa saturada de bicarbonato sódico y salmuera 
saturada y se secó sobre sulfato sódico y el disolvente se evaporó. El producto bruto obtenido se purificó por 
cromatografía en columna de gel de sílice (aminosílice, eluyente: n-hexano/acetato de etilo = 2/3) para dar el 50 
compuesto 7 (1.3 g, rendimiento de 78%) como un sólido blanco. Los valores analíticos instrumentales del compuesto 
7 se muestran a continuación. 
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compuesto 7; 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ: 7.43-7.41 (m, 2H), 7.32-7.17(m, 7H), 6.81 (dt, J=9.3, 2.9 Hz, 4H), 4.42-4.37 (m, 1H), 
3.78 (s, 6H), 3.88-3.54 (m, 6H), 3.32-3.20 (m, 4H), 3.03 (t, J=6.3 Hz, 2H), 2.19 (t, J=7.6 Hz, 2H), 1.83-1.53 (m, 12H), 
1.42-1.31 (m, 4H), 1.28-1.24 (m, 2H), 1.18-1.16 (m, 12H) 

RMN-31P (162 MHz, CDCl3) δ: 146.9 5 

Ejemplo de referencia 2: Síntesis de Gly-amidita 

De acuerdo con el siguiente esquema 7, se sintetizó DMTr-Gly-amidita (compuesto 12) que es una glicina (Gly)-amidita. 
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(1) N-(4-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-glicinamida (compuesto 8) 

A una solución en N,N-dimetilformamida anhidra (100 ml) de Fmoc-glicina (4.00 g, 13.45 mmol), 
diciclohexilcarbodiimida (3.33 g, 16.15 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (4.94 g, 32.29 mmol) se le añadió 
una solución en N,N-dimetilformamida anhidra (30 ml) de 4-aminobutanol (1.44 g, 16.15 mmol) y la mezcla se agitó a 
temperatura ambiente durante la noche en una atmósfera de argón. El precipitado resultante se separó por filtración 5 
y el filtrado se concentró a presión reducida. Se añadió diclorometano (200 ml) al residuo obtenido y la mezcla se lavó 
tres veces con solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio y se lavó adicionalmente con salmuera saturada. 
Después de secar sobre sulfato de sodio, el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se sometió 
a cromatografía en columna de gel de sílice (eluyente: diclorometano-metanol (95:5) para dar la N-(4-hidroxibutil)-Nα-
Fmoc-glicinamida (8) (4.30 g, 87%). Los valores analíticos instrumentales de la N-(4-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-glicinamida 10 
(8) se muestran a continuación. 

N-(4-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-glicinamida (8);  

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ=7.78-7.76 (2H, d, J=7.3 Hz), 7.65-7.63 (2H, d, J=7.3 Hz), 7.42-7.41 (2H, t, J=7.6 Hz), 
7.34-7.30 ( 2H, td, J=7.6, 1.1 Hz), 4.42-4.40 (2H, d, J=7.3 Hz), 4.25-4.22 (1H, t, J=6.8 Hz), 3.83 (2H, s), 3.60-3.55 (2H, 
m), 3,30-3,25 (2H, m), 1,61-1,55 (4H, m). 15 

(2) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-glicinamida (compuesto 9) 

El compuesto 8 (4.20 g, 11.40 mmol) se secó azeotrópicamente tres veces con piridina anhidra. Se añadieron al 
residuo por azeotropía cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (5.80 g, 17.10 mmol) y piridina anhidra (80 ml) y la mezcla se agitó 
a temperatura ambiente durante la noche. Se añadió metanol (20 ml) a la mezcla de reacción obtenida y la mezcla se 
agitó a temperatura ambiente durante 30 min y el disolvente se evaporó a presión reducida. A continuación, se añadió 20 
diclorometano (200 ml) y la mezcla se lavó tres veces con solución acuosa saturada de bicarbonato sódico y se lavó 
adicionalmente con salmuera saturada. Después de secar sobre sulfato de sodio, el disolvente se evaporó a presión 
reducida para dar la N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-glicinamida (9) sin purificar (11.40 g). 

(3) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-glicinamida (compuesto 10) 

Al compuesto 9 no purificado (11.40 g, 16.99 mmol) se le añadieron N,N-dimetilformamida (45 ml) y piperidina (11.7 25 
ml) a temperatura ambiente y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente de la mezcla 
de reacción se evaporó a presión reducida y el residuo obtenido se sometió a cromatografía en columna de gel de 
sílice (eluyente: diclorometano-metanol (9:1) + piridina al 0.05%) para dar la glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida (3) 
(4.90 g, 96%, 2 etapas). Los valores analíticos instrumentales de la N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-glicinamida (10) se 
muestran a continuación. 30 

N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-glicinamida (10);  

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ=7.44-7.42 (2H, m), 7.33-7.26 (6H, m), 7.21-7.20 (1H, m), 6.83-6.80 (4H, m), 3.79 (6H, 
s), 3.49 (2H, s), 3.30-3.28 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.09-3.06 (2H, t, J=5.9 Hz), 1.61-1.55 (4H, m). 

(4) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-hidroxihexanoil)-glicinamida (compuesto 11) 

El compuesto 10 (4.80 g, 10.70 mmol) se secó azeotrópicamente tres veces con piridina anhidra, se añadieron ácido 35 
6-hidroxihexanoico (1.70 g, 12.84 mmol), hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (2.46 g, 12.84 
mmol), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (3.93 g, 25.69 mmol) y diclorometano anhidro (60 ml) a temperatura 
ambiente en atmósfera de argón y la mezcla se agitó durante 10 min. Se añadió trietilamina (3.90 g, 38.53 mmol) a la 
mezcla así obtenida y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante la noche en atmósfera de argón. Se añadió 
diclorometano (200 ml) a la mezcla de reacción obtenida y la mezcla se lavó tres veces con solución acuosa saturada 40 
de bicarbonato de sodio y se lavó una vez más con salmuera saturada. La capa orgánica se separó y se secó sobre 
sulfato de sodio y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se sometió a cromatografía en 
columna de gel de sílice (eluyente: diclorometano-metanol (95:5) + piridina al 0.05%) para dar la N-(4-O-DMTr-
hidroxibutil)-Nα-(6-hidroxihexanoil)-glicinamida (11) (4.80 g, 80%). Los valores analíticos instrumentales de la N-(4-O-
DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-hidroxihexanoil)-glicinamida (11) se muestran a continuación. 45 

N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-hidroxihexanoil)-glicinamida (11); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ=7.43-7.40 (2H, m), 7.33-7.26 (6H, m), 7.22-7.20 (1H, m), 6.83-6.80 (4H, m), 3.85 (2H, 
s), 3.78 (6H ,s), 3.63-3.60 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.26-3.23 (2H, t, J=6.1 Hz), 3.07-3.05 (2H, t, J=5.6 Hz), 2.26-2.22 (2H, t, 
J=7.3 Hz), 1.68-1.52 (8H, m), 1.41-1.36 (2H, m). 

(5) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosfitil)-hidroxihexanoil)-glicinamida (compuesto 12) 50 

El compuesto 11 (4.70 g, 8.35 mmol) se secó azeotrópicamente tres veces con piridina anhidra. Luego, se añadió 
tetrazolida de diisopropilamonio (1.72 g, 10.02 mmol), se extrajo el aire de la mezcla a presión reducida y se cargó 
con argón gaseoso y se añadió acetonitrilo anhidro (5 ml). Además, se añadió una solución (4 ml) de 2-cianoetoxi-
N,N,N',N'-tetraisopropil-fosforodiamidita (3.02 g, 10.02 mmol) en una mezcla anhidra de acetonitrilo-diclorometano 1:1 
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y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 4 h en atmósfera de argón. Se añadió diclorometano (150 ml) a 
la mezcla de reacción obtenida y la mezcla se lavó dos veces con solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio 
y se lavó una vez más con salmuera saturada. La capa orgánica se separó y se secó sobre sulfato de sodio y el 
disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se sometió a cromatografía en columna utilizando 
aminosílice (eluyente: n-hexano-acetona (3:2) + trietilamina al 0.1%) para dar la amida de ácido hidroxihexanoico de 5 
la glicina-4,4'-dimetoxitritiloxibutanamida-fosforamidita (12) (4.50 g, 71%, HPLC 98.2%). Los valores analíticos 
instrumentales de la N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosfitil)-hidroxihexanoil)-glicinamida 
(12) se muestran a continuación. 

N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosfitil)-hidroxihexanoil)-glicinamida (12);  

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): δ=7.43-7.40 (2H, m), 7.33-7.26 (6H, m), 7.22-7.20 (1H, m), 6.83-6.80 (4H, m), 3.85-3.81 10 
(4H, s), 3.78 (6H, s), 3.63-3.61 (2H, t, J=6.3 Hz), 3.26-3.23 (2H, t, J=6.1 Hz), 3.05-2.97 (4H, m), 2.64-2.62 (2H, t ,J=6.4 
Hz), 2.25-2.23 (2H, t, J=7.3 Hz), 1.68-1.52 (8H,m), 1.40-1.38 (2H,m), 1.13-1.20 (12H, m). RMN-31P (162 MHz, CDCl3): 
δ=146.57. 

Ejemplo de referencia 3: Síntesis de prolina-amidita 

De acuerdo con el siguiente esquema 8, se sintetizó el compuesto 17, que es una amidita que contiene una cadena 15 
principal de prolina. 
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(1) N-(4-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-L-prolinamida (compuesto 14) 

Se utilizó el compuesto 13 (Fmoc-L-prolina) como material de partida. Se mezclaron el compuesto 13 mencionado 
anteriormente (10.00 g, 29.64 mmol), 4-amino-1-butanol (3.18 g, 35.56 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol (10.90 g, 70.72 
mmol). Se extrajo el aire de la mezcla antes mencionada a presión reducida y se cargó con argón gaseoso. Se añadió 
acetonitrilo anhidro (140 ml) a la mezcla antes mencionada a temperatura ambiente y se añadió además una solución 5 
(70 ml) de diciclohexilcarbodiimida (7.34 g, 35.56 mmol) en acetonitrilo anhidro. A continuación, se agitó durante 15 
horas a temperatura ambiente en atmósfera de argón. Una vez completada la reacción, el precipitado generado se 
separó por filtración y el disolvente del filtrado recogido se evaporó a presión reducida. Se añadió diclorometano (200 
ml) al residuo obtenido y la mezcla se lavó con solución acuosa saturada de bicarbonato de sodio (200 ml). Luego, se 
recogió una capa orgánica y se secó sobre sulfato de magnesio. A continuación, se filtró la capa orgánica antes 10 
mencionada y se evaporó a presión reducida el disolvente del filtrado obtenido. Se añadió éter dietílico (200 ml) al 
residuo, convirtiendo así el residuo en polvo. El polvo así obtenido se recogió por filtración. Así, se obtuvo el compuesto 
14 en forma de polvo incoloro (10.34 g, rendimiento 84%). Los valores analíticos instrumentales del compuesto 14 
mencionado anteriormente se muestran a continuación. 

compuesto 14: 15 

RMN-1H (CDCl3): δ 7.76-7.83 (m, 2H, Ar-H), 7.50-7.63 (m, 2H, Ar-H), 7.38-7.43 (m, 2H, Ar-H), 7.28-7.33 (m, 2H, Ar-
H), 4.40-4.46 (m, 1H, CH), 4.15-4.31 (m, 2H, CH2), 3.67-3.73 (m, 2H, CH2), 3.35-3.52 (m, 2H, CH2), 3.18-3.30 (m, 2H, 
CH2), 2.20-2.50 (m, 4H), 1.81-2.03 (m, 3H), 1.47-1.54 (m, 2H); 

Ms (FAB+): m/z 409 (M+H+). 

(2) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-L-prolinamida (compuesto 15) 20 

La N-(4-hidroxibutil)-Nα-Fmoc-L-prolinamida (compuesto 14) (7.80 g, 19.09 mmol) se mezcló con piridina anhidra (5 
ml) y la mezcla se secó por destilación azeotrópica a temperatura ambiente. Al residuo obtenido se le añadieron cloruro 
de 4,4'-dimetoxitritilo (8.20 g, 24.20 mmol), DMAP (23 mg, 0.19 mmol) y piridina anhidra (39 ml). La mezcla se agitó a 
temperatura ambiente durante 1 h, se añadió metanol (7.8 ml) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 
30 min. La mezcla se diluyó con diclorometano (100 ml), se lavó con solución acuosa saturada de hidrogenocarbonato 25 
de sodio (150 ml) y se separó la capa orgánica. La capa orgánica antes mencionada se secó sobre sulfato de sodio y 
se filtró. El disolvente del filtrado obtenido se evaporó a presión reducida. Al residuo sin purificar obtenido se le 
añadieron dimetilformamida anhidra (39 ml) y piperidina (18.7 ml, 189 mmol) y la mezcla se agitó a temperatura 
ambiente durante 1 h. Una vez completada la reacción, el disolvente de la mezcla antes mencionada se evaporó a 
presión reducida a temperatura ambiente. El residuo obtenido se sometió a cromatografía en columna de gel de sílice 30 
(nombre comercial Wakogel C-300, eluyente CH2Cl2:CH3OH = 9:1, que contiene piridina al 0.05%) para dar el 
compuesto 15 como un aceite amarillo pálido (9.11 g, rendimiento del 98%). Los valores analíticos instrumentales del 
compuesto 15 antes mencionado se muestran a continuación. 

compuesto 15: 

RMN-1H (CDCl3): δ 7.39-7.43 (m, 2H, Ar-H), 7.30 (d, J=8.8 Hz, 4H, Ar-H), 7,21 (tt, 1H, 4.9, 1.3 Hz, Ar-H), 6.81 (d, J=8.8 35 
Hz, 4H, Ar-H), 3.78 (s, 6H, OCH3), 3,71 (dd, H, J=6.3 Hz, 5.4 Hz, CH), 3.21 (2H, 12.9, 6.3 Hz, 2H, CH2), 3.05 (t, 
J=6.3Hz, 2H, CH2), 2.85-2.91 (m, 2H, CH2), 2.08-2.17 (m, 1H, CH), 1.85-2.00 (m, 3H), 1.55-1.65 (m, 5H); 

Ms (FAB+); m/z 489 (M+H+), 303 (DMTr+). 

(3) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-hidroxihexanoil)-L-prolinamida (compuesto 16) 

Se mezcló una solución en diclorometano anhidro (120 ml) de la N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-L-prolinamida obtenida 40 
(compuesto 15) (6.01 g, 12.28 mmol), EDC (2.83 g, 14.74 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (3.98 g, 29.47 mmol) y 
trietilamina (4.47 g, 44.21 mmol). A esta mezcla se le añadió además ácido 6-hidroxihexano (1.95 g, 14.47 mmol) a 
temperatura ambiente en atmósfera de argón y después la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h en 
atmósfera de argón. La mezcla antes mencionada se diluyó con diclorometano (600 ml) y se lavó 3 veces con salmuera 
saturada (800 ml). La capa orgánica se recuperó, se secó sobre sulfato de sodio y se filtró. El disolvente del filtrado 45 
obtenido se evaporó a presión reducida, con lo que se obtuvo el compuesto 16 antes mencionado en forma de espuma 
de color amarillo pálido (6.29 g, rendimiento de 85%). Los valores analíticos instrumentales del compuesto 16 antes 
mencionado se muestran a continuación. 

compuesto 16: 

RMN-1H (CDCl3): δ 7.41-7.43 (m, 2H, Ar-H), 7.27-7.31 (m, 4H, Ar-H), 7.19-7.26 (m, 2H, Ar-H), 7.17-7.21 (m, 1H, Ar-50 
H), 6.79-6.82 (m, 4H, Ar-H), 4.51-4.53 (m, 1H, CH), 3.79 (s, 6H, OCH)3), 3.61 (t, 2H, J=6.4 Hz, CH2), 3.50-3.5 (m, 1H, 
CH), 3.36-3.43 (m, 1H, CH), 3.15-3.24 (m, 2H, CH2), 3.04 (t, J=6.3 Hz, 2H, CH2), 2.38-2.45 (m, 1H, CH), 2.31 (t, 6.8 
Hz, 2H, CH2), 2.05-2.20 (m, 1H, CH), 1.92-2.00 (m, 1H, CH), 1.75-1.83 (m, 1H, CH), 1.48-1.71 (m, 8H), 1.35-1.44 (m, 
2H, CH2);  
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Ms (FAB+): m/z 602 (M+), 303 (DMTr+). 

(4) N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilfosfitil)-hidroxihexanoil)-L-prolinamida (compuesto 17) 

La N-(4-O-DMTr-hidroxibutil)-Nα-(6-hidroxihexanoil)-L-prolinamida (compuesto 16) (8.55 g, 14.18 mmol) antes 
mencionada obtenida se mezcló con acetonitrilo anhidro y la mezcla se secó por destilación azeotrópica 3 veces a 
temperatura ambiente. Al residuo obtenido se le añadió tetrazolida de diisopropilamonio (2.91 g, 17.02 mmol), y se extrajo 5 
el aire de la mezcla a presión reducida y se cargó con argón gaseoso. A la mezcla antes mencionada se añadió acetonitrilo 
anhidro (10 ml) y, además, se añadió una solución en acetonitrilo anhidro (7 ml) de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidita (5.13 g, 17.02 mmol). La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 2 h en atmósfera 
de argón, luego se diluyó con diclorometano, se lavó 3 veces con solución acuosa saturada de hidrogenocarbonato de 
sodio (200 ml) y se lavó con salmuera saturada (200 ml). La capa orgánica se recuperó, se secó sobre sulfato de sodio 10 
y se filtró. El disolvente del filtrado obtenido antes mencionado se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se 
sometió a cromatografía en columna usando gel de aminosílice como relleno (eluyente hexano:acetato de etilo = 1:3, que 
contenía piridina al 0.05%) para dar el compuesto 17 como un jarabe incoloro (10.25 g, pureza 92%, rendimiento 83%). 
Los valores analíticos instrumentales del compuesto 17 mencionado anteriormente se muestran a continuación. 

compuesto 17: 15 

RMN-1H (CDCl3) : δ 7.40-7.42 (m, 2H, Ar-H), 7.29-7.31 (m, 4H, Ar-H), 7.25-7.27 (m, 2H, Ar-H), 7.17-7.21 (m, 1H, Ar-
H), 6.80-6.82 (m, 4H, Ar-H), 4.51-4.53 (m, 1H, CH), 3.75-3.93 (m,4H), 3.79 (s, 6H, OCH3), 3.45-3.60 (m, 4H), 3.35-
3.45 (m, 1H, CH), 3.20-3.29 (m,1H), 3.04 (t, J=6.4 Hz, 2H, CH2), 2.62 (t, J=5.8 Hz, 2H, CH2), 2.40-2.44 (m, 1H, CH), 
2.31 (t, 7.8 Hz, 2H, CH2), 2.03-2.19 (m, 1H, CH), 1.92-2.02 (m, 1H, CH), 1.70-1.83 (m, 1H, CH), 1.51-1.71 (m, 8H), 
1.35-1.44 (m, 2H, CH2), 1.18 (d, J=6.8 Hz, 6H, CH3), 1.16 (d, J=6.8 Hz, 6H, CH3); RMN-31P (CDCl3): δ 147.17; 20 

Ms (FAB+): m/z 802 (M+), 303 (DMTr+), 201 (C8H19N2OP+). 

Ejemplo de referencia 4: Síntesis de lisina-colesterolamidita 

El compuesto 11, que es la lisina-colesterolamidita, se produjo según el siguiente esquema. 
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(1) Síntesis de imidazol-1-carboxilato de (colest-5-eno-3β-ilo) (compuesto 2) 

A una solución en piridina (200 ml) de colesterol (compuesto 1) (8.0 g, 20 mmol) se añadió N,N-carbonildiimidazol (6.6 
g, 2.0 eq.) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 4 h. El disolvente se evaporó en un evaporador y la 
solución se diluyó con diclorometano. Esta solución se lavó con solución acuosa de dihidrogenofosfato de sodio al 5% 
y luego se lavó con salmuera saturada. La capa orgánica se secó sobre sulfato de sodio y el disolvente se evaporó. 5 
El residuo se secó a presión reducida para dar una sustancia sólida blanca (9.8 g, rendimiento de 98%). Los valores 
analíticos instrumentales del compuesto (2) se muestran a continuación. 

RMN-1H (500 MHz, CDCl3) δ: 8.13 (s, 1H), 7.42 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 5.40-5.45 (m, 1H), 4.75-4.85 (m, 1H), 2.45-2.54 (m, 
2H), 1.58-2.06 (m, 7H), 0.90-1.58 (m, 19H), 1.06 (s, 3H), 0.92 (d, 3H, J=6.3 Hz), 0.87 (d, 6H, J=6.8 Hz), 0.69 (s, 3H). 

(2) Síntesis de ácido 6-(4,4'-dimetoxitritil)hexanoico (compuesto 4) 10 

A una solución en piridina (75 ml) de ácido 6-hidroxihexanoico (compuesto 3) (3.0 g, 23 mmol) secada por destilación 
azeotrópica y 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0.28 g, 0.1 eq.) se añadió cloruro de 4,4-dimetoxitritilo (DMTrCl) (7.8 g, 
1.0 eq.) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 5 horas. Después de confirmar la desaparición del 
material de partida por TLC, se añadió metanol y la mezcla se agitó durante 30 min. El disolvente se evaporó mediante 
un evaporador y la solución se diluyó con diclorometano. Esta solución se lavó con solución acuosa saturada de 15 
hidrogenocarbonato de sodio y se lavó con salmuera saturada. La capa orgánica se secó sobre sulfato de sodio y el 
disolvente se evaporó. La mezcla se trituró con hexano y se secó a presión reducida para dar un aceite (7.8 g). 

(3) Síntesis de (1-((4-hidroxibutil)amino)-1-oxo-6-(2,2,2-trifluoroacetamido)hexan-2-il)carbamato de t-butilo (compuesto 6) 

A una solución en N,N-dimetilformamida (160 ml) de N-α-(t-butoxicarbonil)-N-ε-trifluoroacetil-L-lisina (compuesto 5) (8.0 
g, 24 mmol) se añadieron 4-amino-1-butanol (2.4 g, 1.2 eq.) y 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (HOBt) (8.6 g, 2.4 eq.), 20 
y la mezcla se agitó a 0ºC. Se añadió hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (5.4 g, 1.2 eq.) y 
la mezcla se agitó durante 30 min. La mezcla se agitó a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se evaporó 
de la solución de reacción mediante un evaporador. Al residuo obtenido se le añadió diclorometano y la mezcla se lavó 
con una solución acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y se lavó con salmuera saturada. La capa orgánica 
se secó sobre sulfato de sodio y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo se lavó con hexano y el precipitado 25 
se recogió por filtración y se secó a presión reducida para dar una sustancia sólida (7.0 g, rendimiento de 73%). Los 
valores analíticos instrumentales del compuesto (6) se muestran a continuación. 

RMN-1H (500 MHz, CDCl3) δ: 7.16 (br, 1H), 6.77 (t, J= 5.4 Hz, 1H), 4.04 (m, 1H), 3.66 (d, J= 5.4 Hz, 2H), 3.37 (dd, J= 
12.9, 6.3 Hz, 2H), 3.29 (dd, J= 12.4, 6.3 Hz, 2H), 1.84-1.79 (m, 2H), 1.66-1.56 (m, 6H), 1.44 (s, 9H), 1.41-1.37 (m, 2H). 

(4) Síntesis de (6-amino-1-((4-hidroxibutil)amino)-1-oxohexan-2-il)carbamato de t-butilo (compuesto 7) 30 

A una solución en metanol (30 ml) del compuesto 6 (3.0 g, 7.2 mmol) se le añadió amoniaco acuoso (26.5 ml, 50 eq.) 
y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante un día. Además, se añadió amoniaco acuoso (26.5 ml, 50 eq.) y 
la mezcla se agitó a 40°C durante 7 horas. Una vez completada la reacción, el disolvente se evaporó a presión 
reducida. El residuo se secó a presión reducida para dar un aceite (2.3 g). Los valores analíticos instrumentales del 
compuesto (7) se muestran a continuación. 35 

ESI-EM: m/z 318.25 [M+H]+ 

(5) Síntesis de (6-((4-hidroxibutil)amino)-6-oxohexano-1,5-diil)dicarbamato de t-butilo y (colest-5-eno-3β-ilo) 
(compuesto 8) 

A una solución en piridina (100 ml) del compuesto 7 (2.3 g, 7.3 mmol) se añadieron el compuesto 2 (14 g, 4.0 eq.) y 
4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0.27 g, 0.3 eq.), y la mezcla se agitó a 40°C durante 5 días. El disolvente se evaporó 40 
mediante un evaporador y la solución se diluyó con diclorometano. Esta solución se lavó con solución acuosa saturada 
de hidrogenocarbonato de sodio y se lavó con salmuera saturada. La capa orgánica se secó sobre sulfato de sodio y 
el disolvente se evaporó. El residuo obtenido se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (eluyente 
diclorometano:metanol = 20:1) para dar una sustancia sólida (3.5 g, rendimiento 67%). Los valores analíticos 
instrumentales del compuesto (8) se muestran a continuación. 45 

RMN-1H (500 MHz, CDCl3) δ: 5.37 (s, 1H), 4.74 (m, 1H), 4.47 (m, 1H), 3.67 (m, 2H), 3.30 (m, 2H), 3.19-3.11 (m, 2H), 
2.34 (d , 2H, J=6.3 Hz), 1.98 (m, 2H), 1.90-1.80 (m, 5H), 1.65-1.00 (m, 38H), 0.99 (s, 3H), 0.92 (d, 3H, J=6.3 Hz), 0.87 
(d, 6H, J=6.8 Hz), 0.69 (s, 3H). 

ESI-EM: m/z 730.59 [M+H]+, 752.57 [M+Na]+, 1460.19 [2 M+H]+, 1482.16 [2 M+Na]+ 

(6) Síntesis de (5-amino-6-((4-hidroxibutil)amino)-6-oxohexil)carbamato de colest-5-eno-3β-ilo (compuesto 9) 50 

Se añadió el compuesto 8 (3.4 g, 4.7 mmol) a una solución de ácido clorhídrico/metanol 2 M (150 ml) y la mezcla se 
agitó a temperatura ambiente durante 3 h. Una vez completada la reacción, el disolvente se evaporó a presión 
reducida. El residuo se trituró con hexano y se secó a presión reducida para dar una sustancia sólida (2.7 g, 
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rendimiento de 93%). Los valores analíticos instrumentales del compuesto (9) se muestran a continuación. 

ESI-EM: m/z 630.54 [M+H]+, 1460.07 [2 M+H]+ 

(7) Síntesis de (5-(6-(4,4'-dimetoxitritil)hexanamida)-6-((4-hidroxibutil)amino)-6-oxohexil)carbamato de colest-5-eno-
3β-ilo (compuesto 10) 

A una solución en N,N-dimetilformamida (90 ml) del compuesto 9 (2.5 g, 4.0 mmol) se le añadió el compuesto 4 (2.6 5 
g, 1.5 eq.), 1-hidroxibenzotriazol monohidrato (HOBt) (1.8 g, 3.0 eq.) y trietilamina (1.2 g, 3.0 eq.), y la mezcla se agitó 
a 0ºC. Se añadió hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (1.1 g, 1.5 eq.) y la mezcla se agitó 
durante 30 min. Luego, la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se evaporó de la 
solución de reacción mediante un evaporador. Al residuo obtenido se le añadió diclorometano y la mezcla se lavó con 
una solución acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y se lavó con salmuera saturada. La capa orgánica se 10 
secó sobre sulfato de sodio y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se purificó por 
cromatografía en columna de gel de sílice (eluyente acetato de etilo + piridina al 0.05% → acetato de etilo:metanol 
(30:1) + piridina al 0.05%) para dar una sustancia sólida (2.0 g, rendimiento de 50%). Los valores analíticos 
instrumentales del compuesto (10) se muestran a continuación. 

RMN-1H (500 MHz, CDCl3) δ: 7.42-7.41 (m, 2H), 7.32-7.26 (m, 6H), 7.21-7.18 (m, 1H), 6.81 (d, J= 8.8 Hz, 4H), 5.37 15 
(s, 1H), 4.79 (m, 1H), 4.32 (m, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.64-3.61 (m, 2H), 3.29-3.25 (m, 2H), 3.18-3.09 (m, 2H), 3.02 (t , J= 
6.6 Hz, 2H), 2.35-2.26 (m, 2H), 2.19 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 2.06-1.58 (m, 9H), 1.58-0.90 (m, 33H), 0.99 (s, 3H), 0.92 (d, 
3H, J=6.3 Hz), 0.87 (d, 6H, J=6.8 Hz), 0.69 (s, 3H). 

ESI-EM: m/z 1068.72 [M+Na]+, 1084.71 [M+K]+ 

(8) Síntesis de (5-(6-(4,4'-dimetoxitritil)hexanamida)-6-((4-(((2-cianoetoxi)(diisopropilamino)fosfino)oxi)butilo)amino)-6-20 
oxohexil)carbamato de colest-5-eno-3β-ilo (compuesto 11) 

A una solución en diclorometano (8 ml) del compuesto 10 (2.3 g, 2.2 mmol) secada por destilación azeotrópica se 
añadió tetrazolida de diisopropilamonio (DIPAT) (0.45 g, 1.2 eq.). Se añadió una solución en diclorometano (2 ml) de 
2-cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropil-fosforodiamidita (0.80 g, 1.2 eq.) y la mezcla se agitó a 40ºC durante 3 horas. La 
mezcla se diluyó con diclorometano y se lavó con solución acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y 25 
salmuera saturada. La capa orgánica se secó sobre sulfato de sodio y el disolvente se evaporó. El residuo se sometió 
a cromatografía en columna (eluyente n-hexano:acetato de etilo (1:2) + trietilamina al 0.1%) usando aminosílice para 
dar una sustancia sólida (2.2 g, rendimiento de 81%). Los valores analíticos instrumentales del compuesto (11) se 
muestran a continuación. 

RMN-1H (500 MHz, CDCl3) δ: 7.43-7.41 (m, 2H), 7.32-7.25 (m, 6H), 7.21-7.17 (m, 1H), 6.81 (d, J= 8.8 Hz, 4H), 5.36 (s, 30 
1H), 4.78 (m, 1H), 4.34 (m, 1H), 3.78 (s, 6H), 3.70-3.55 (m, 6H), 3.28-3.23 (m, 2H), 3.13-3.09 (m, 2H), 3.02 (t , J= 6.6 Hz, 
2H), 2.64 (t, J= 6.5 Hz, 2H), 2.19 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 2.00-1.78 (m, 6H), 1.65-0.90 (m, 38H), 1.18-1.16 (m, 12H), 0.99 (s, 
3H), 0.92 (d, 3H, J=6.3 Hz), 0.87 (d, 6H, J=6.8 Hz), 0.67 (s, 3H). RMN-31P (202 MHz, CDCl3): δ=148.074, 147.913 

ESI-EM: m/z 1268.85 [M+Na]+, 1284.82 [M+K]+ 

Ejemplo de referencia 5: Síntesis de la forma de éster activo de ácido graso 35 

De acuerdo con el siguiente esquema 9, se sintetizó el éster de N-hidroxisuccinimida del ácido mirístico (C14-NHS), 
éster de N-hidroxisuccinimida del ácido palmítico (C16-NHS) o éster de N-hidroxisuccinimida del ácido esteárico (C18-
NHS). Además, de acuerdo con el siguiente esquema 10, se sintetizó el éster de N-hidroxisuccinimida del ácido oleico 
(C18:1-NHS). 

 40 
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Síntesis del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido mirístico (C14-NHS) 

Se disolvió ácido mirístico (1.5 g, 6.6 mmol) en diclorometano (30 ml) y se agitó la mezcla. A esta solución se añadieron 
N-hidroxisuccinimida (0.91 g, 1.2 eq.) e hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (1.5 g, 1.2 
eq.), y la mezcla se agitó durante la noche. Después de lavar dos veces con agua, la mezcla se lavó una vez con 5 
salmuera saturada, se secó sobre sulfato sódico y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se 
purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (acetato de etilo/hexano = 1/3) para dar el producto objeto (1.4 
g, rendimiento de 67%). Los resultados de la medición de RMN del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido mirístico 
obtenido (C14-NHS) se muestran a continuación. 

Éster de N-hidroxisuccinimida del ácido mirístico (C14-NHS): RMN 1H (CDCl3) δ: 2.83 (4H, s), 2.60 (2H, t, J=7.6Hz), 10 
1.74 (2H, q, J=7.6 Hz), 1.44 (2H, q, J=6.9 Hz), 1.48-1.22 (18H, m), 0.88 (3H, t, J=6.8 Hz). 

Síntesis del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido palmítico (C16-NHS) 

Se disolvió ácido palmítico (6.0 g, 23 mmol) en diclorometano (110 ml) y se agitó la mezcla. A esta solución se 
añadieron N-hidroxisuccinimida (3.2 g, 1.2 eq.) e hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (5.4 
g, 1.2 eq.), y la mezcla se agitó durante la noche. Después de lavar dos veces con agua, la mezcla se lavó una vez 15 
con salmuera saturada, se secó sobre sulfato sódico y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido 
se purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (acetato de etilo/hexano = 1/2) para dar el producto objeto 
(7.8 g, rendimiento de 94%). Los resultados de la medición de RMN del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido 
palmítico obtenido (C16-NHS) se muestran a continuación. 

éster de N-hidroxisuccinimida del ácido palmítico (C16-NHS): 20 

RMN-1H (CDCl3) δ: 2.84 (4H, s), 2.60 (2H, t, J=7.6Hz), 1.74 (2H, q, J=7.6Hz), 1.38 (2H, q, J=6.9Hz), 1.43-1.20 (m, 
22H), 0.88 (3H, t, J=6.8Hz). 

Síntesis del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido esteárico (C18-NHS) 

Se disolvió ácido esteárico (3.0 g, 11 mmol) en diclorometano (100 ml) y se agitó la mezcla. A esta solución se 
añadieron N-hidroxisuccinimida (1.5 g, 1.2 eq.) e hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (2.4 25 
g, 1.2 eq.), y la mezcla se agitó durante 2 días. Después de lavar dos veces con agua, la mezcla se lavó una vez con 
salmuera saturada, se secó sobre sulfato sódico y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se 
purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (acetato de etilo/hexano = 1/3) para dar el producto objeto (2.8 
g, rendimiento de 70%). Los resultados de la medición de RMN del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido esteárico 
obtenido (C18-NHS) se muestran a continuación. 30 

Éster de N-hidroxisuccinimida del ácido esteárico (C18-NHS): 

RMN-1H (CDCl3) δ: 2.84 (4H, m), 2.60 (2H, t, J=7.6 Hz), 1.74 (2H, q, J=7.6 Hz), 1.38 (2H, q, J=6.9 Hz), 1.43-1.20 (m, 
26H), 0.88 (3H, t, J=6.8 Hz). 

Síntesis del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido oleico (C18:1-NHS) 

Se disolvió ácido oleico (4.0 g, 14 mmol) en diclorometano (70 ml) y se agitó la mezcla. A esta solución se añadieron 35 
N-hidroxisuccinimida (2.0 g, 1.2 eq.) e hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (3.3 g, 1.2 
eq.), y la mezcla se agitó durante la noche. Después de lavar dos veces con agua, la mezcla se lavó una vez con 
salmuera saturada, se secó sobre sulfato sódico y el disolvente se evaporó a presión reducida. El residuo obtenido se 
purificó por cromatografía en columna de gel de sílice (acetato de etilo/hexano = 1/3) para dar el producto objeto (5.2 
g, rendimiento de 97%). Los resultados de la medición de RMN del éster de N-hidroxisuccinimida del ácido oleico 40 
obtenido (C18:1-NHS) se muestran a continuación. 

éster de N-hidroxisuccinimida del ácido oleico (C18:1-NHS): 

RMN-1H (CDCl3) δ: 5.35 (2H, m), 2.83 (4H, s), 2.60 (2H, t, J=7.6 Hz), 2.01 (4H, m), 1.75 (2H, q, J=7.6 Hz), 1.41- 1.27 
(20 H, m), 0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz). 
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Aplicabilidad industrial 

La molécula de ácido nucleico monocatenario de la presente invención puede realizar un suministro superior a un 
objetivo sin requerir esencialmente, por ejemplo, un vehículo para el suministro, y puede realizar una regulación eficaz 
de la expresión génica. Por lo tanto, por ejemplo, no es necesario considerar la toxicidad del vehículo, y puede obviarse 
un estudio para establecer varias condiciones relacionadas con la formación de un complejo de una molécula de ácido 5 
nucleico y un vehículo. En consecuencia, por ejemplo, se puede reducir el trabajo y el coste en términos de producción 
y uso. 
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<212> ADN 30 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 35 
<400> 33 
ttgtgcggca gtggttgagc cg         22 
 
<210> 34 
<211> 24 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> cebador 45 
 
<400> 34 
gaagcaggaa aggccggttc atgc        24 
 
<210> 35 50 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 55 
<223> cebador 
 
<400> 35 
gccacggctg cttccagctc ctc         23 
 60 
<210> 36 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia Artificial 
 65 
<220> 
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<223> cebador 
 
<400> 36 
aggtctttgc ggatgtccac gtcac        25 
 5 
<210> 37 
<211> 23 
<212> ARN 
<213> Secuencia Artificial 
 10 
<220> 
<223> molécula de ácido nucleico monocatenario 
 
<400> 37 
gcagaguaca cacagcauau acc        23 15 
 
<210> 38 
<211> 23 
<212> ARN 
<213> Secuencia Artificial 20 
 
<220> 
<223> molécula de ácido nucleico monocatenario 
 
<400> 38 25 
cuuacgcuga guacuucgau ucc        23 
 
<210> 39 
<211> 23 
<212> ARN 30 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> molécula de ácido nucleico monocatenario 
 35 
<400> 39 
uacuauucga cacgcgaagu ucc        23 
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REIVINDICACIONES 

1. Una molécula de ácido nucleico monocatenario para inhibir la expresión de un gen diana, que consiste en una 
región (X), una región conectora (Lx) y una región (Xc), en donde 

dicha región (X) es complementaria de dicha región (Xc), 

al menos una de dicha región (X) y dicha región (Xc) comprende una secuencia inhibidora de la expresión que inhibe 5 
la expresión del gen diana, 

dicha región conectora (Lx) comprende la siguiente fórmula (I-4): 

 

(en donde n es un número entero en el intervalo de 0 a 30 y m es un número entero en el intervalo de 0 a 30), 

una sustancia biorrelacionada que tiene una función de suministro se une a dicha región conectora (Lx) de la molécula 10 
de ácido nucleico monocatenario para inhibir la expresión de un gen diana, y 

dicha sustancia biorrelacionada es ácido esteárico. 

2. La molécula de ácido nucleico monocatenario según la reivindicación 1, en donde dicha fórmula (1-4) es la siguiente 
fórmula (I-4a): 

 15 

3. La molécula de ácido nucleico monocatenario según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en donde un número 
de bases (X) de dicha región (X) y un número de bases (Xc) de dicha región (Xc) satisfacen las siguientes condiciones 
de la fórmula (1) o la fórmula (2): 

 

 opcionalmente 20 

(a) en donde el número de bases (X) de dicha región (X) y el número de bases (Xc) de dicha región (Xc) satisfacen la 
siguiente fórmula (3): 

 y/o 

(b) en donde el número de bases (Xc) de dicha región (Xc) es 19 - 30; y/o 

(c) que es una molécula de ARN; y/o 25 

(d) en donde el número total de bases de dicha molécula de ácido nucleico monocatenario no es inferior a 38. 

4. La molécula de ácido nucleico monocatenario según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3: 

(a) que comprende al menos un resto modificado; y/o 
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(b) que comprende un isótopo estable. 

5. La molécula de ácido nucleico monocatenario según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde: 

(a) dicha secuencia inhibidora de la expresión es una secuencia de miARN madura; o 

(b) dicha región (X) y dicha región (Xc) son respectivamente: 

(1) SEQ ID NO: 29 y SEQ ID NO: 37, o 5 

(2) SEQ ID NO: 31 y SEQ ID NO: 38. 

6. Una composición para inhibir la expresión de un gen diana, que comprende la molécula de ácido nucleico 
monocatenario según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 

7. Una composición farmacéutica que comprende la molécula de ácido nucleico monocatenario según una cualquiera 
de las reivindicaciones 1 a 5. 10 

8. La composición farmacéutica según la reivindicación 7, para usar en un método para tratar la inflamación. 

9. Un método in vitro para inhibir la expresión de un gen diana, que comprende usar la molécula de ácido nucleico 
monocatenario según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 

10. El método in vitro según la reivindicación 9, en donde 

(a) el método comprende una etapa de administrar dicha molécula de ácido nucleico monocatenario a una célula, 15 
tejido u órgano; y/o 

(b) la expresión del gen es inhibida por interferencia de ARN. 

11. Uso del ácido nucleico según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en un método in vitro para inhibir la 
expresión de un gen diana. 

12. El uso según la reivindicación 11, en donde 20 

(a) el método comprende una etapa de administrar dicha molécula de ácido nucleico monocatenario a una célula, 
tejido u órgano; y/o 

(b) la expresión del gen es inhibida por interferencia de ARN. 

13. El método in vitro según la reivindicación 9, en donde la molécula de ácido nucleico monocatenario induce 
interferencia de ARN. 25 

14. Una molécula de ácido nucleico para uso en el tratamiento de una enfermedad, en donde dicha molécula de ácido 
nucleico es la molécula de ácido nucleico monocatenario según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y dicha 
molécula de ácido nucleico monocatenario comprende, como dicha secuencia inhibidora de la expresión, una 
secuencia que inhibe la expresión de un gen que causa dicha enfermedad.  
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