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DESCRIPCION
Novedosos conjugados de oligonucledétidos y su uso
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una nueva estructura de oligonucleétido que lleva unidos a ella materiales hidréfilos
e hidréfobos, que mejoran la administracion de oligonucledtidos monocatenarios o bicatenarios utiles para el
tratamiento del cancer y de enfermedades infecciosas, y al uso de los mismos.

Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una estructura de oligo ARN de doble hélice que comprende
un ligando especifico de diana unido a un material hidréfilo contenido en la estructura, una nanoparticula compuesta
por las estructuras de oligo ARN de doble hélice unidas a ligando, una composicion farmacéutica que comprende la
estructura de ARN, una composicién farmacéutica que comprende una nanoparticula compuesta por las estructuras
de oligo ARN de doble hélice unidas a ligando, un procedimiento para preparar la estructura, un procedimiento para
preparar una nanoparticula compuesta por las estructuras de ARN y una técnica para la administracion de la estructura
de oligo ARN de doble hélice unida a ligando.

Se describe, ademas, un conjugado de oligonucledtido antisentido (de ahora en adelante denominado "ASO") que
comprende un material hidréfilo y un material hidréfobo unidos a ambos extremos del ASO por medio de un enlace
covalente simple o un enlace covalente mediado por enlazador para mejorar la eficacia de la administracion intracelular
del ASO, un procedimiento para preparar el conjugado y una técnica para la administracion de una nanoparticula
compuesta de conjugados de ASO.

Antecedentes de la técnica

Desde que se encontré el papel desempefiado por el ARN de interferencia (en adelante denominado 'ARNi'), se ha
encontrado que el ARNi actua en un ARNm especifico de secuencia sobre varias células de mamiferos (Silence of the
transcripts: RNA interference in medicine. J Mol Med (2005) 83: 764-773). Cuando un ARN de doble cadena largo se
administra a las células, el ARN suministrado es procesado por la endonucleasa dicer en ARN de interferencia
pequerio de 21-23 pares de bases (bp) (en lo sucesivo denominado 'ARNSsi'). EI ARNsi se une a RISC (complejo de
silenciamiento inducido por ARN) e inhibe la expresion del gen diana de una manera especifica de secuencia mediante
el proceso en el que la cadena antisentido reconoce y degrada el ARNm diana (NUCLEIC-ACID THERAPEUTICS:
BASIC PRINCIPLES AND RECENT APPLICATIONS. Nature Reviews Drug Discovery. . 2002. 1, 503-514).

Bertrand et al. Informaron que el ARNSsi tiene un excelente efecto inhibitorio sobre la expresién de mRNA in vitro e in
vivo en comparacion con un oligonucleétido antisentido (ASO) para el mismo gen diana y que el efecto es duradero
(Comparison of antisense oligonucleotides and siRNAs in cell culture and in vivo. Biochem. Biophys. Res. Commun.
2002. 296: 1000-1004). Ademas, debido a que el ARNsi se une de manera complementaria al mRNA diana para
regular la expresion del gen diana de una manera especifica de secuencia, puede usarse ventajosamente en una
amplia gama de aplicaciones en comparacion con los farmacos convencionales a base de anticuerpos o de productos
quimicos (farmacos de moléculas pequefas) (Progress Towards in Vivo Use of siRNAs. Molecular Therapy . 2006
13(4):664-670).

El ARNSsi tiene excelentes efectos y puede usarse en una amplia gama de aplicaciones, aunque para que el ARNsi se
desarrolle en agentes terapéuticos celulares, es necesario mejorar la estabilidad y la eficacia de la administracion
intracelular del ARNsi para poder administrar eficazmente el ARNsi en sus células diana (Harnessing in vivo siRNA
delivery for drug discovery and therapeutic development. Drug Discov. Today. 2006 Jan; 11(1-2):67-73).

En un intento por satisfacer estos requisitos, se han usado analogos o vehiculos resistentes a la nucleasa, tales como
vectores virales, liposomas o nanoparticulas.

Los vehiculos virales tales como adenovirus o retrovirus tienen una alta eficacia de transfeccion, pero conllevan los
riesgos de inmunogenicidad y de oncogenicidad. Sin embargo, se evalla que los vehiculos no virales, incluidas las
nanoparticulas, tienen una baja eficacia de administracion intracelular en comparacion con los vehiculos virales, pero
tienen ventajas, tales como una alta seguridad in vivo, una administracién especifica de la diana, captacion e
internalizacion eficientes de oligonucledtidos de ARNi en células o tejidos, y baja citotoxicidad y estimulacion
inmunitaria. Por lo tanto, estos vehiculos no virales son considerados como el procedimiento de administraciéon mas
prometedor que hace que inhiban eficazmente la expresion del gen diana (Nonviral delivery of synthetic siRNAs in

vivo. J. Clin Invest. 2007 December 3; : 3623-3632).

Se han desarrollado sistemas de administracién con varias nanoparticulas para la administracién especifica del
cancer. Los sistemas de nanoparticulas de este tipo suelen disefiarse de tal manera que la superficie esta recubierta
con un material hidrofilo para aumentar el tiempo de circulacién en la sangre y se carga positivamente para aumentar
la endocitosis (Active targeting schemes for nanoparticle systems in cancer therapeutics. Advanced Drug Delivery
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Reviews 60 (2008) 1615-1626). Sin embargo, el tejido tumoral es muy rigido y tiene una difusion limitada, a diferencia
del tejido normal, y supera la limitacion a la difusion al formar por angiogénesis vasos sanguineos en la region
circundante, ya que esta limitacion a la difusion tiene efectos adversos en la migraciéon de nutrientes necesarios para
el tumor y materiales de desecho tales como el oxigeno y el diéxido de carbono. Los vasos sanguineos formados en
el tejido tumoral por la angiogénesis tienen un vaso sanguineo defectuoso y con fugas, incluyendo un hueco con un
tamafio que oscila entre los 100 nm y los 2 um, dependiendo del tipo de tumor.

Por lo tanto, las nanoparticulas pasan facilmente a través del endotelio capilar del tejido canceroso que tiene un vaso
sanguineo defectuoso y con fugas, en comparacion con los vasos capilares estructurados del tejido normal, de modo
que son facilmente suministrados durante su circulaciéon en la sangre. Ademas, el tejido tumoral no tiene drenaje
linfatico, por lo que en él se acumula un farmaco. Este mecanismo se conoce como efecto de permeacion y retencion
mejorada (EPR). Las nanoparticulas se administran con facilidad de manera especifica al tejido tumoral por medio de
este efecto, y este mecanismo se conoce como focalizacién pasiva (Nanoparticles for drug delivery in cancer treatment.
Urol Oncol. 2008 Jan-Feb ; 26(1) :57-64 ) .

Para superar la distribucion in vivo no especifica, la focalizacion y la falta de solubilidad en agua de los farmacos
terapéuticos, incluidos los farmacos contra el cancer, se han realizado estudios para optimizar el tamafio de las
nanoparticulas cargadas de farmacos terapéuticos o para modificar la superficie con objeto de aumentar el tiempo de
su circulacién en sangre. En particular, con respecto a las nanoparticulas poliméricas que comprenden conjugados de
polimeros y farmacos, se han realizado estudios para mejorar la administracion de farmacos anticancerosos en funcion
de los tumores, acoplando los farmacos anticancerosos a materiales solubles en agua y biodegradables tales como
albumina, poli-L-glutamato (PGA) o un copolimero de N-(2-hidroxipropil)-metacrilamida (Therapeutic Nanoparticles for
Drug Delivery in Cancer. Clin Cancer Res 2008; 14: 1310-1316). Ademas, se han realizado estudios para acoplar un
material anfifilico a un farmaco anticanceroso para formar micelos poliméricos, que consisten en un nucleo hidréfobo
de un farmaco anticanceroso y una envoltura hidréfila (Development of the polymer micelle carrier system for
doxorubicin. J Control Release 2001; 74: 295-302) .

Por lo tanto, cuando un material hidréfobo se une adicionalmente a un farmaco terapéutico tal como un farmaco
anticanceroso para aumentar la fuerza cohesiva del nucleo, los micelos pueden formarse incluso a baja concentracion,
y se pueden formar micelas poliméricas que tienen mayor estabilidad debido al material hidrofilo de la envoltura. Un
farmaco terapéutico con materiales hidréfobos e hidréfilos unidos a ambos extremos por medio de un enlace
biodegradable puede formar micelas poliméricas mejoradas que pueden suministrar el farmaco terapéutico en el tejido
canceroso diana.

Recientemente, como tecnologia para la administracion de oligo ARN de doble cadena, se ha desarrollado la
tecnologia de la nanoparticula SAMiIRNA auto-ensamblada formada sobre la base de las caracteristicas de los
materiales unidos a los extremos del acido nucleico (publicacién de patente coreana expuesta a inspeccion publica N°
2009-0042297). SAMIRNA es una nanoparticula autoensamblada compuesta por estructuras de oligo ARN de doble
cadena que tienen unidos a ellas materiales hidrofilos e hidréfobos que mejoran la administracion del oligo ARN de
doble cadena, y la tecnologia para formar SAMIRNA puede ser una tecnologia para mejorar la administracion
intracelular de oligo ARN de doble cadena.

Se encontré que, cuando se administré SAMIRNA marcado con una etiqueta fluorescente a la vena de cola de un
modelo de raton de xenoinjerto tumoral, mediante la focalizacion pasiva antes mencionada se administré la
nanoparticula especificamente al tumor (ver FIG. 2).

Sin embargo, la focalizacién activa usa nanoparticulas que tienen unido a ellas un resto de focalizacion. Se informo
de que el resto de focalizacion causa la acumulacion preferencial de nanoparticulas en el tejido diana o mejora la
internalizacion de nanoparticulas en las células diana (Does a targeting ligand influence nanoparticle tumor localization
or uptake Trends Biotechnol. 2008 Oct; 26(10) :552-8. Epub 2008 Aug 21 ).

La focalizacion activa significa mejorar la administracion de nanoparticulas a las células diana usando una diana de
focalizacion, tal como un anticuerpo o un ligando, unida a las nanoparticulas. En los ultimos afios, se han realizado
estudios para localizar los ARNi en un tejido deseado usando diversos restos diana unidos a los ARNi.

Por ejemplo, se encontré que un ARNSsi que tiene a-tocoferol unido a él se administro in vivo de manera eficaz y estable
e inhibio la expresion del gen diana por ARN de interferencia (Kazutaka Nishina et al., The American Society of Gene
therapy, 2008, 16(4) :734-740) . Ademas, se demostré que un ARNsi con colesterol unido a él se administr6 mas
eficazmente en el tejido hepatico en comparacion con un péptido penetrante celular (CCP) que se usa principalmente
para la administracion de ARNsi (documento US-20060014289; Moschos S.A. et al., Bioconjug. Chem. 18:1450-1459).
Se informo de que el efecto de administracion no solo es causado por la especificidad del tejido tumoral, sino también
por la especificidad de una célula dirigida por el resto de focalizaciéon unido.

La focalizacion activa usa materiales que tienen la capacidad de unirse a carbohidratos, receptores o antigenos, que

son especificos para la superficie celular objetivo o que estan sobreexpresados en la misma (Nanotechnology in cancer
therapeutics: bioconjugated nanoparticles for drug delivery. Mol Cancer Ther 2006; 5(8) : 1909-1917). Por lo tanto, las
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nanoparticulas que tienen un resto activo dirigido unido a ella se acumulan en el tejido tumoral durante su circulacion
en la sangre mediante la focalizacion pasiva, y la administracion de las nanoparticulas en las células diana se ve
reforzada por el resto dirigido, aumentando asi el efecto terapéutico del farmaco administrado en las células. Como
resto diana, se usa principalmente un ligando o un anticuerpo. Se une a su receptor en la superficie celular con alta
avidez y especificidad y promueve la internalizacion de las nanoparticulas por endocitosis mediada por receptores
(RME) (Kinetic analysis of receptor-mediated endocytosis (RME) of proteins and peptides: use of RME as a drug
delivery system. J Control Release 1996; 39: 191-200).

El receptor de superficie celular o el antigeno a los que van dirigidos este ligando o este anticuerpo tienen como
caracteristica que son especificos o estan sobreexpresados en las células diana para facilitar el acceso del ligando
diana a los mismo, aumentando asi el ritmo de la endocitosis. Ademas, el receptor o el antigeno administran las
nanoparticulas que tienen el ligando unido a las células, y se reciclan de nuevo a la superficie celular (Receptor-
mediated endocytosis: An overview of a dynamic process. J. Biosci., Oct. 1984, 6(4), pp. 535-542.). Los restos dirigidos
a los tumores son materiales que se unen especificamente a receptores tales como el factor de crecimiento epidérmico
o el receptor de lipoproteinas de baja densidad, que se expresan especificamente en las lineas celulares diana, o a
receptores especificos de tumores tales como el receptor folato, que se sabe que se sobreexpresan en la superficie
de varias células cancerosas (Nanotechnology in cancer therapeutics: bioconjugated nanoparticles for drug delivery.
Mol Cancer Ther 2006, 5(8): 1909-1917).

Si un resto dirigido, en particular un ligando especifico del receptor que realza la internalizacion por medio de la
endocitosis mediada por el receptor (RME), se une al SAMIRNA, puede promover eficientemente la administracion del
SAMIRNA en las células diana, particularmente las células cancerosas, y asi el SAMIRNA puede ser administrado a
las células diana incluso a una concentracion y dosis relativamente bajas de modo que el oligo ARN de doble cadena
pueda exhibir alta actividad y la administracién no especifica del oligo ARN de doble cadena y se pueda inhibir en
otros 6rganos y células.

El documento WO 2010/131916 A2 (BIONER CORP [KR]; HAN BO RAM [KR]; PARK HAN OH [KR]; SHIN MI SIK
[KR]) 18 de noviembre de 2010 (2010-11-18); y el correspondiente documento US 2012/108803 A1 (HAN BO RAM
[KR] Y OTROS) 3 de mayo de 2012 (2012-05-03) revelan un compuesto de polimero ARNsi de la siguiente estructura:
A-X-R-Y-B

donde, uno de A y B es un compuesto polimérico hidréfilo y el otro es un compuesto polimérico hidréfobo; X e Y son
de manera independiente un enlace covalente simple o un enlace covalente mediado por enlazador; y R es ARNsi.
Dicho conjugado puede mejorar la biostabilidad del ARNSsi logrando asi una administracion eficiente del ARNSsi
terapéutico en las células y exhibiendo la actividad del ARNSsi, incluso con una dosis pequefia de una concentracion
relativamente baja. Dichos documentos, sin embargo, no desvelan una construccion en la que un ligando seleccionado
de folato, N-acetilgalactosamina y manosa estan unidos covalentemente al extremo del material hidrofilo y en donde
el compuesto R es un oligo ARN de doble hélice .

Ademas, la tecnologia de formacion SAMIRNA puede aplicarse no solo a los oligo ARN de doble cadena, sino también
a los oligonucledtidos de una sola cadena, en particular a los oligonucleétidos antisentido de una sola cadena (ASO)
con fines terapéuticos.

La tecnologia ASO es la tecnologia de controlar la transferencia de informacion del gen a la proteina cambiando el
metabolismo del ARNm usando ARN monocatenario o ADN. En otras palabras, es la tecnologia de realizar la inhibicién
preferencial de la expresion de la proteina de interés usando una secuencia de nucleétidos seleccionada que se hibrida
de manera complementaria y especifica a la proteina. Debido a que el ASO se une al gen diana de una manera
especifica de la secuencia, no influye en la expresion de los genes que no sean el gen diana. Asi, la tecnologia ASO
puede servir como una herramienta Util en el analisis de la funcion in vivo de una proteina especifica y también puede
usarse como terapia génica contra una enfermedad especifica (FASEBJ.9,1288-1296,1995).

En los Ultimos afios se ha desarrollado un antagomir, que es un nuevo tipo de oligonucledtido antisentido
monocatenario, y se ha usado para inhibir la funcion de los microRNA en las células. Se sabe que un antagomir o
inhibidor de microARN (inhibidor de miARN), que es un ARN corto sintetizado quimicamente, se une de manera
complementaria al microARN diana para inhibir la funcién del microARN. Un antagomir preferentemente tiene una
estructura quimica modificada como 2' metoxi o fosfotioato para impedir la degradacién del antagomir. En la actualidad,
se conocen antagomires que inhiben las funciones de miARN relacionadas con diversas enfermedades, incluyendo
cancer y fibrosis cardiaca y pulmonar ("Silencing of microRNAs in vivo with 'antagomirs™ Nature, Dec. 2005, 438(7068):
685-689; "MicroRNAs as Therapeutic Targets" New England J. Medicine, 2006, 354 (11): 1194-1195; Meister G. et al.,
"Sequence-specific inhibition of microRNA- and siRNA-induced RNA silencing" RNA, Mar. 2004, 10 (3): 544-550).

El ADN antisentido se une al ARNm diana para formar un duplex ARN/ADN, que es degradado por la ARNasa H (una
clase de ribonucleasa que degrada especificamente un ARNm con un duplex hibrido ARN/ADN formado en él in
vivo. El ARN antisentido forma un duplex ARN/ARN, y la degradacién del ARNm diana es inducida por la ARNasa L.
La ARNasa L es una ribonucleasa que degrada preferentemente el ARN monocatenario alrededor del ARN bicatenario
(Pharmacol. Taxicol.32.329-376,1992).
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Sin embargo, un ASO que comprende el inhibidor del miRNA antagomir debe ser efectivamente administrado en las
células diana para lograr un efecto deseado, y el ASO puede ser degradado por ribonucleasa en la sangre. Asi pues,
para usar un ASO con fines terapéuticos, debe suministrarse eficazmente un conjugado de ASO a través de la
membrana celular, y debe garantizarse la estabilidad del ASO in vivo (Shigeru Kawakami y Mitsuru Hashida, Drug
Metab. Farmacokinet. 22(3): 142-151, 2007).

Por lo tanto, para la estabilidad in vivo, la mayoria de los ASO estan en la forma de oligodesoxinuclettidos (ODN)
obtenidos por diversas modificaciones que proporcionan resistencia a la nucleasa. La modificacién puede ser la
sustitucion de un grupo -OH en la posicion 2' del carbono del resto azticar de uno o mas nucleétidos con -CHs (metilo),
-OCHjs, -NHz,-F (flaor), -O-2-metoxietilo, -O-propilo, -O-2-metiltioetilo, -O-3-aminopropilo, -O-3-dimetilaminopropilo, -
O-N-metilacetamido o -O-dimetilamidoxietilo; la sustitucion del oxigeno del resto azlcar del nucleétido con azufre; la
modificacién del enlace entre los nucleétidos en un fosforotioato, borofosfato o enlace de fosfonatro de metilo, o una
combinacion de uno o de mas de uno de ellos; o modificacion en forma de PNA (acido nucleico peptidico o LNA (acido
nucleico bloqueado) (véase Crooke et al., Ann. Rev. Med. Vol.55: pp 61-65 2004,US 5.660.985,US 5.958.691,US
6.531.584,US 5.808.023,US 6.326.358,US 6.175.001Braasch D. A. et al., Bioorg. Med. Chem. Let. 14:1139-1143,
2003;Chiu Y. L. et al., RNA, 9:1034-1048, 2003;Amarzguioui M. et al., Nucleic Acid Res. 31:589-595, 2003).

Con el fin de administrar ASO en las células diana, se han desarrollado técnicas de administracion de genes que usan
virus tales como adenovirus o retrovirus, y técnicas de administracion de genes que usan vehiculos no virales tales
como liposomas, lipidos catidnicos o polimeros catiénicos. Sin embargo, los vehiculos virales tienen problemas en
términos de seguridad, porque no se garantiza que estos vehiculos no causen anomalias en las funciones normales
de los genes hospedantes después de su incorporacion al cromosoma hospedante, o no activen oncogenes. Ademas,
si el gen viral se expresa de manera continua, incluso en niveles bajos para causar enfermedades autoinmunes, o si
el vehiculo viral causa infeccion viral modificada, los ASO no pueden ser administrados eficientemente.

Para superar estos problemas, se han estudiado procedimientos de fusion de un gen en el liposoma vehiculo no viral
o procedimientos de uso de lipidos o de polimeros catiénicos para superar sus deficiencias. Aunque estos vehiculos
no virales son menos eficientes que los vehiculos virales, tienen la ventaja de que son seguros in vivo, causan menos
efectos secundarios y pueden ser producidos a bajo coste (Lehrman S. Nature. 401(6753) :517-518, 1999).

Con el fin de lograr de manera efectiva la administracion estable de moléculas de ODN, incluyendo un ASO usando
vehiculos no virales, se requiere un procedimiento eficaz para prevenir la degradacidon enzimatica o no enzimatica.
Asi, se han propuesto procedimientos de modificacion quimica de los ASO para hacer que el AOS sean estables frente
a la nucleasa y para aumentar la absorcion intracelular de los AOS (Shigery Kawakami y Mitsuru Hashida. Drug
Metab.Parmacokinet. 22(3): 142-151, 2007).

Sin embargo, los polimeros que comprenden PEG (polietilenglicol) forman compuestos que tienen estructuras micelas
formadas espontaneamente mediante interacciones entre ellas, y estos compuestos se conocen como micelas
compuestas de polimeros (Kataoka K. et al Macromoléculas, 29:8556-8557, 1996). Estas micelas compuestas de
polimeros tienen ventajas en el hecho de que tienen un tamafio muy pequefio en comparacion con otros sistemas de
administracion de farmacos, tales como microesferas o nanoparticulas, mientras que su distribucién es muy uniforme,
y se forman espontaneamente, lo que facilita el control de la calidad de la formulacion y garantiza la reproducibilidad.

En los ultimos anos, con el fin de aumentar la eficacia de la administracion intracelular de las ASO, se ha desarrollado
la tecnologia de asegurar la estabilidad de los ASO y la permeacion eficiente de los ASO a través de la membrana
celular mediante la conjugacion de un material hidrofilo, tal como el polimero biocompatible PEG, con los ASO
mediante un enlace covalente simple o un enlace covalente mediado por enlazador (Registro de patente Coreana N°
0466254). Sin embargo, mejorar la estabilidad in vivo de los ASO y garantizar la administracion eficiente de los ASO
en el tejido diana es dificil de lograr solo mediante la modificacién quimica y la PEGilacion.

Tal como se ha descrito anteriormente, se desarroll6 la tecnologia SAMIRNA alrededor de nanoparticulas obtenidas
al introducir materiales hidréfobos e hidréfilos en el ARNsi para mejorar la administracion intracelular del ARNsi, pero
aun no se ha informado de la aplicacion de esta tecnologia a la administracion de ASO. Por lo tanto, es necesario
desarrollar un sistema de administracion del ASO y un procedimiento de preparacion del mismo mediante la
introduccion de varias modificaciones quimicas en las ASO y la conjugaciéon de varios polimeros a los ASO para
proteger a los ASO de las enzimas con el fin de aumentar la estabilidad de los mismos y la permeacion eficiente a
través de la membrana celular.

Divulgacion de la invencion

La invencion viene definida por las reivindicaciones. Cualquier otra divulgacion se proporciona tnicamente con fines
de referencia. Cualquier referencia en la descripcion a los procedimientos de tratamiento se refiere a los compuestos,
las composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la presente invencion para su uso en un procedimiento para
el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.
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En un primer aspecto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar una estructura de farmaco terapéutica,
que comprenda materiales hidréfilos e hidréfobos, que son compuestos poliméricos biocompatibles unidos a ambos
extremos del farmaco terapéutico por medio de un enlace covalente simple o de un enlace covalente mediado por el
unidor, para aumentar la eficacia de la administracion intracelular del farmaco terapéutico, y, ademas, comprende un
ligando definido unido al extremo del material hidréfilo, una nanoparticula compuesta por la estructura terapéutica del
farmaco y un procedimiento de preparacion del mismo.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar una estructura de oligo ARN de doble hélice que comprenda
materiales poliméricos hidrofilos e hidréfobos biocompatibles, unidos a ambos extremos del oligo ARN de doble hélice
por medio de un enlace simple o de un enlace covalente mediado por el enlazador, para aumentar la eficacia de la
administracion intracelular del oligo ARN de doble hélice y, ademas, comprende, unido al extremo del material hidrdfilo,
un ligando especifico del receptor que tiene la propiedad de mejorar la internalizacion de la célula diana (en particular
la célula cancerosa) por medio de endocitosis mediada por el receptor (RME); una nanoparticula compuesta por las
estructuras de oligo ARN de doble hélice unida al ligando; y una composicién farmacéutica que comprende ya sea la
estructura de oligo ARN de doble hélice unida a ligando o una nanoparticula compuesta de las estructuras de oligo
ARN de doble hélice unido a ligando.

Otro objetivo mas de la presente invencién es proporcionar procedimientos para preparar la estructura de oligo ARN
de doble hélice unida a ligando y una nanoparticula que comprende la misma, y una técnica para la administracion de
un oligo ARN de doble hélice usando la estructura de oligo ARN de doble hélice unida a ligando.

Cuando un ligando especifico de la diana se une a una estructura de oligo ARN de doble hélice, una nanoparticula
compuesta por las estructuras de oligo ARN de doble hélice de ligando puede ser administrada de manera eficaz a la
célula diana. Por lo tanto, incluso cuando la estructura de oligo ARN de doble hélice unida a ligando se administra a
una concentracion relativamente baja, puede exhibir la actividad del oligo ARN de doble hélice en la célula diana.
Ademas, debido a que el ligando puede prevenir la administracion no especifica del oligo ARN de doble hélice a otros
organos y células, la estructura del ARN de doble hélice unida a ligando puede usarse para el tratamiento de varias
enfermedades y también puede usarse eficazmente como un nuevo tipo de sistema de administracion de oligo ARN
de doble hélice. En particular, la estructura de ARN de doble hélice unida a ligando se puede usar eficazmente para
el tratamiento de enfermedades, incluyendo cancer y enfermedades infecciosas.

Se describe ademas un conjugado polimero y ASO, que comprende materiales poliméricos hidréfilos e hidréfobos
biocompatibles, unidos a ambos extremos del ASO por medio de un enlace covalente simple o de un enlace covalente
mediado por enlazador para mejorar la eficacia de la administracion intracelular del ASO, y un procedimiento de
preparacion de la misma.

Otro aspecto es proporcionar una técnica de administracion de un ASO usando una nanoparticula compuesta de
conjugados de polimero y ASO, y una composicion farmacéutica que comprende el conjugado de polimero y ASO o
una nanoparticula compuesta de conjugados de polimero y ASO.

El conjugado de polimero y ASO y una nanoparticula compuesta de conjugados de polimero y ASO pueden aumentar
la estabilidad in vivo del ASO, lo que permite administrar eficazmente el ASO terapéutico en las células. Ademas,
pueden exhibir la actividad del ASO en concentraciones relativamente bajas en comparacion con un ASO cuyo fin no
fue modificado, incluso en ausencia de un agente de transfeccion. Por lo tanto, el conjugado de polimero y ASO y una
nanoparticula compuesta de conjugados de polimero y ASO pueden usarse para el tratamiento de diversas
enfermedades, incluyendo cancer y enfermedades infecciosas, y también pueden usarse muy eficazmente como un
nuevo tipo de sistema de administraciéon de ASO en la investigacion basica de bioingenieria y en las industrias
médicas.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es una vista esquematica de una nanoparticula (SAMIRNA) compuesta de estructuras de oligo
ARN de doble hélice que tienen un ligando unido a ellas.

La FIG. 2 muestra la administracion especifica del tumor de SAMIRNA. La FIG. 2A es una fotografia que
muestra la biodistribucion del SAMiRNA con el tiempo después de que el SAMiIRNA marcado con Cy5.5 se
administrara una vez a la vena de cola de un raton transplantado con un tumor, a una dosis de 5 mg/kg de
peso corporal (la porcion indicada por la linea de puntos roja es una porcion transplantada con un tumor). La
FIG. 2(B) es una fotografia ex vivo de cada uno de los tejidos recogidos a las 48 horas después de la
administracion de SAMiRNA.

La FIG. 3 muestra los resultados del analisis de NMR de 1,3,4,6-tetraacetil-NAG (compuesto A). 'H NMR
(300 MHz, DMSO-D6); 57.89 ppm (1H, d, J=9,3 Hz), 5,64 ppm (1H, d, J=8,7 Hz), 5,27 ppm (1H, d, J=3,3 Hz),
5,07ppm (1H, dd, J=11,7, 3,6 Hz), 4,22 ppm (1H, t, J=6,3 Hz), 4,14-3,96 ppm (2H, m), 2,12ppm (3H, s), 2,04
ppm (3H, s), 1,99 ppm (3H, S), 1,91(3H, s), 1,78 ppm (3H, s) .

La FIG. 4 muestra los resultados del analisis de NMR de 3,4,6-triacetil-1-hexa(etilenglicol)-N-
acetilgalactosamina(NAG) (compuesto B). '"H NMR (300 MHz, DMSO-Dg); 57.71 ppm (1H, D, J=9,3 Hz), 5,21
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ppm (1H, d, J=3,0 Hz), 4,97 ppm (1H, dd, J=11,1, 3,0 Hz), 4,56 ppm (1H, D, J=8,7 Hz), 3,88 ppm (1H, q,
J=8,7 Hz), 3,83-3,74ppm (1H, m), 3,62-3,39 ppm (25H, m), 2,10 ppm (3H, S), 2,01 ppm (3H, s), 1,89 ppm
(3H, s), 1,77 ppm (3H, s) .

La FIG. 5 muestra los resultados del analisis de NMR de 1-hexa(etilenglicol)-NAG-fosforamidita) (compuesto
C). A)'H NMR (300 MHz, DMSO-Ds); & 7,78 ppm (1H, d, J=9,3 Hz), 5,21 ppm (1H, d, J=3,0 Hz), 4,97 ppm
(1H, dd, J=11,1, 3,6 Hz), 4,56 ppm (1H, d, J=8,1 Hz), 3,88 ppm (1H, d, J=9,0 Hz), 3,81-3,41 ppm (30h, m),
2,89 ppm (2H, t, J=5,7 Hz), 2,11 ppm (3H, s), 2,00 ppm (3H, s), 1,89 ppm (3H, s), 1,77 ppm (3H, s), 1,20-1,12
ppm (12h, m), (B) 3'P datos NMR (121 MHz, DMSO-Dg); 8 147,32 ppm.

La FIG. 6 muestra un proceso de preparacion de un ARN monocatenario.

La FIG. 7 muestra un proceso para la preparacion de una estructura de oligo ARN de doble hélice que
comprende PEG unida al extremo 5’ de un oligo ARN de doble hélice y los resultados del analisis de la
estructura de ARN. La FIG. 7(A) muestra un proceso de unién de PEG a un oligo ARN de doble hélice usando
PEG-fosforamidita, La FIG. 7(B) muestra los resultados del analisis de MS MALDI-TOF de un ARN
monocatenario (21mero) que no se modificd en el extremo 5' (SEQ ID NO: 1; MW 6662.1), y La FIG. 7(C)
muestra los resultados de MALDI-TOF MS de un ARN monocatenario (21mero) con PEG unido al extremo 5'
(SEQ ID NO: 1; MW 6662.1).

La FIG. 8 muestra un proceso para preparar una estructura mono-NAG-PEG-ARN y los resultados del analisis
de la estructura. La FIG. 8(A) muestra un proceso de unién de N-acetil galactosamina (NAG) a PEG-ARN
usandoN-acetil galactosamina-fosforamidita, La FIG.8(B) muestra los resultados del analisis de MS MALDI-
TOF de una estructura de NAG-PEG-ARN (azul, MW 9171.2) que comprende N-acetil galactosamina unida
a PEG-ARN (verde, MW 8624.1) y muestra que el pico central fue desplazado por el peso molecular de N-
acetil galactosamina (MW 547).

La FIG. 9 muestra un proceso para preparar una estructura de triple NAG-PEG-ARN vy los resultados del
analisis de la estructura. La FIG. 9(A) muestra un proceso de union de N-acetil galactosamina a PEG-ARN
usando dendrimero fosforamidita y NAG-fosforamidita, y la FIG.9 (B) muestra los resultados del analisis de
MS MALDI-TOF de PEG-ARN (verde, M.W. 86241), y una estructura mono-NAG-PEG (azul, MW 9171.2) y
una estructura triple-NAG-PEG-ARN (rojo, MW 10630), que comprende N-acetil galactosamina unida a ella.
La FIG. 10 muestra un proceso para preparar una estructura folato 5’-PEG-ARN y los resultados del analisis
de la estructura. La FIG. 10(A) muestra un proceso de union de folato a PEG-ARN por medio de NHS-folato,
y la FIG. 10(B) muestra los resultados del analisis de MS MALDI-TOF de PEG-ARN (verde, MW 8624.1) y
una estructura folato-PEG-ARN (azul, MW 9277.8) y muestra que el pico central es desplazado por el peso
molecular del folato (MW 615).

La FIG. 11 muestra los resultados del analisis de una estructura de Czs 5-ARN. La FIG. 11(A) muestra el
analisis del MS MALDI-TOF de un ARN monocatenario complementario al SEQ ID NO: 1 (MW 7349.5), y la
FIG. 11(B) muestra el analisis del MS MALDI-TOF de una estructura de C4 5-ARN complementaria al SEQ
ID NO: 1 (MW 7830,2).

La FIG. 12 muestra un proceso de preparacion de una estructura CPG 3’-amina-PEG-ARN por medio de
amina-CPG.

La FIG. 13 muestra un proceso de preparacion de una estructura CPG 3’-amina-PEG-ARN por medio de
amina-CPG.

La FIG. 14 muestra un proceso de preparacion de una estructura folato 3'-PEG-ARN Yy los resultados del
analisis de la estructura. La FIG. 14(A) muestra un proceso de unién de folato a una estructura de amina 3' -
PEG-ARN por medio de NHS-folato; y la FIG. 14(B) muestra los resultados del analisis de MS MALDI-TOF
de una estructura folato 3'-PEG-ARN (SEQ ID NO: 1; MW 9277,7).

La FIG. 15 muestra los resultados del analisis de las propiedades fisicas de una nanoparticula (folato-
SAMIRNA) compuesta de estructuras folato 5’-ARN-polimero. La FIG. 15(A) es un diagrama grafico que
muestra el tamafo y el indice de polidispersion (PDI) del folato-SAMIRNA, y la FIG. 15(B) es un diagrama
grafico que muestra la concentracion de micela critica de folato-SAMIRNA.

La FIG. 16 muestra el efecto del folato-SAMiIRNA en la inhibicion de la expresién del gen diana en una linea
celular que sobreexpresa el receptor folato. El nivel del gen diana mRNA en la linea celular tumoral KB que
sobreexpresa el receptor de folato se midié mediante qPCR a las 48 horas después del tratamiento con folato-
SAMIRNA y SAMIRNA. En la FIG. 16, sin folato en medio de cultivo: estado libre de folato; con folato en
medio de cultivo: un estado que contiene una cantidad excesiva (1 mm) de folato; Con: Un grupo de prueba
tratado con la nanoparticula SAMiIRNA-Con compuesta de estructuras de polimero de oligo ARN de doble
hélice que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 2 (secuencia de control); SAM: Grupo de prueba tratado
con la nanoparticula SAMiRNA-Sur compuesta de estructuras de polimero de oligo ARN de doble hélice que
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 (secuencia de survivina); Folato-SAM: Un grupo de prueba
tratado con la nanoparticula Folato-SAMIRNA-Sur compuesta de folato-oligo ARN de doble cadena que
comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 (secuencia de survivina) y que tiene un ligando folato unido al
mismo.

La FIG. 17 muestra el efecto del folato-SAMIRNA en la inhibicién de la expresion del gen diana en el tejido
tumoral. El nivel de ARNm del gen diana (survivina) en el tejido tumoral se midi6 mediante qPCR a las 48
horas o las 72 horas después de cada una de SAMIRNA y folato-SAMIRNA se administré una vez a una
dosis de 5 mg/kg de peso corporal a la vena de cola de un raton con un tumor compuesto de la linea celular
tumoral KB que sobreexpresa el folato receptor48. En la FIG. 17, PBS: Control negativo; SAMIRNA: Grupo
administrado con la nanoparticula SAMiRNA-Sur compuesta de estructuras de polimero de oligo ARN de
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doble hélice que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 (secuencia survivina) y sin ligando u a ello;
Folato-SAMIRNA: Un grupo administrado con la nanoparticula Folato-SAMIRNA-Sur de SEQ ID NO: 1
(secuencia de survivina) que tiene un ligando folato unido a ella.

La FIG. 18 es una vision esquematica de una nanoparticula que comprende un conjugado de polimero y ASO
(referencial).

La FIG. 19 muestra el espectro MALDI-TOF MS de cada uno de un ASO y un conjugado de polimero y ASO
de acuerdo con la presente invencion. Cuatro nucledétidos en ambos extremos (3' y 5') se modifican con 2-
OCH3(metoxi), y 'm' indica ungrupo de OCH3; (metoxi). La FIG. 19(A) muestra los datos MALDI-TOF del ASO
(M.W. 5967,9 da), y la FIG. 19(B) muestra los datos de MALDI-TOF del conjugado de polimero y ASO (M.W.
8448 da) (referencial).

La FIG. 20 muestra los resultados del analisis de las propiedades fisicas de una nanoparticula compuesta de
conjugados de polimero y ASO. La FIG. 20(A) es un diagrama grafico que muestra el tamafio y el indice de
polidispersion (PDI) de una nanoparticula compuesta de conjugados de polimero y ASO; y la FIG. 20(B) es
un diagrama grafico que muestra la concentracion de micela critica de la nanoparticula compuesta por
conjugados de polimero y ASO (referencial).

La FIG. 21 muestra los resultados de analizar el nivel de expresiéon de ARNm a diversas concentraciones de
tratamiento (10, 50 y 100 Nm) a fin de examinar los efectos de un ASO y un conjugado de polimero y ASO
en la inhibicion de la expresion del gen diana en las células tumorales. Scramble: Un ASO de SEQ ID NO: 4
(secuencia de control); Survivina: Un ASO de SEQ ID NO: 3 (secuencia de survivina); ASO: Un ASO sin
material unido a él; conjugado de polimero y ASO: Un conjugado de polimero y ASO en forma de 3'PEG-
ASO-5'lipidico) (referencial).

El mejor modo para llevar a cabo la invencion
1. Primer aspecto de la presente invencion

En el primer aspecto de la presente invencion, el término "cadena antisentido" significa una cadena que muestra la
actividad de ARNi para unir y degradar el ARNm diana en RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN), y el
término "cadena de sentido" significa una cadena que tiene una secuencia complementaria a la cadena antisentido.

Como se usa en este documento, los términos "complementario” o "enlace complementario” significan que dos
secuencias se unen entre si para formar una estructura de doble cadena. Incluye no solo una coincidencia perfecta
entre dos secuencias, sino también una falta de coincidencia entre dos secuencias.

La presente invencién proporciona una estructura de farmaco terapéutico-polimero que tiene una estructura de la
férmula siguiente (1) y que comprende un ligando unido a ella:

Férmula 1 L-A-X-R-y-B

en donde A es un material hidréfilo; B es un material hidréfobo; X e Y son cada uno un enlace covalente simple o un
enlace covalente mediado por enlazador, independiente el uno del otro; R es un oligo ARN de doble hélice; y L es un
ligando especifico del receptor que tiene la propiedad de mejorar la internalizacion de la célula diana por medio de
endocitosis mediada por el receptor (RME), unida covalentemente al extremo del material hidréfilo, siendo dicho
ligando seleccionado entre folato, N-acetilgalactosamina (NAG) y manosa.

Aqui, el farmaco terapéutico es un oligo ARN de doble hélice. El material hidréfilo puede estar unido a los extremos 3'
o 5' del oligo ARN de doble hélice.

En la estructura farmaco terapéutico-polimero de la invencién, que comprende un ligando unido a ella, un ligando
puede ademas estar unido al extremo del material hidréfilo unido al oligo ARN de doble hélice. El ligando puede ser
seleccionado entre folato (folato se usa indistintamente con acido félico, y el término "folato" como se usa aqui se
refiere al folato que es activo en la naturaleza o en el cuerpo humano), N-acetilgalactosamina (NAG) y manosa, que
tienen la propiedad de unirse especificamente al receptor que mejora la internalizacion de la célula diana por medio
de RME.

El oligo ARN de doble hélice esta compuesto preferentemente por 19-31 nucledtidos. El oligo ARN de doble hélice
que se usa en la presente invencion puede ser cualquier oligo ARN de doble hélice para cualquier gen que se usa o
puede usarse para terapia génica o en investigacion.

El material hidréfobo funciona para formar por interaccion hidréfoba una nanoparticula compuesta de estructuras de
oligo ARN de doble hélice. Entre los materiales hidréfobos, una cadena de carbono o un colesterol son muy adecuados
para su uso en la preparacion de la estructura de la presente invencion, porque pueden ser facilmente unidos en el
paso de sintetizar los oligo RNA de doble hélice.

El material hidréfobo tiene preferentemente un peso molecular de 250-1.000. Particularmente, el material hidréfobo
que se usa en la presente invencion puede ser un derivado esteroide, un derivado de glicérido, éter de glicerol, glicol
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de polipropileno, hidrocarburo Ci2-Csp insaturado o saturado, diacil fosfatidillcolina, acido graso, fosfolipido,
lipopolamina o similares, pero no esta limitado a ello, y sera obvio para aquellos expertos en la técnica que se puede
usar cualquier material hidréfobo adecuado para los fines de la presente invencion.

En particular, el derivado esteroide puede ser seleccionado del grupo que consiste en colesterol, colestanol, acido
cdlico, formato de colesterilo, formato de colestanilo y colestanil amina, y el derivado de glicérido puede ser
seleccionado entre los mono-, di- y tri-gliceridos, en donde el acido graso del glicérido puede ser un acido graso Ci-
Csp insaturado o saturado.

Ademas, el material hidréfilo es preferentemente un polimero catiénico o no iénico con un peso molecular de 200-
10.000, y mas preferentemente un polimero no iénico con un peso molecular de 1.000-2.000. Por ejemplo, el material
hidréfilo que se usa en la presente invencion es preferentemente un compuesto de polimero hidréfilo no-iénico tal
como polietilenglicol, polivinil pirrolidona o polioxazolina, pero no esta limitado a ello.

El material hidréfilo puede, si es necesario, ser modificado para tener un grupo funcional necesario para la unién al
ligando. Entre los materiales hidrdéfilos, particularmente el polietilenglicol (PEG) puede tener varios pesos moleculares
y grupos funcionales, tiene buena biocompatibilidad, no induce respuesta inmune, aumenta la estabilidad in vivo del
oligo ARN de doble hélice, y aumenta la eficiencia de la administracion del ARN, y por lo tanto es muy adecuado para
la preparacion de la estructura del oligo ARN de doble hélice de la invencion.

El enlazador que media el enlace covalente no esta especificamente limitado, siempre y cuando forme un enlace
covalente entre el material hidréfilo (o el material hidréfobo) y el extremo del oligo ARN de doble hélice y proporcione
una union que, si es necesario, puede degradarse en un ambiente especifico. Por lo tanto, el enlazador puede incluir
cualquier compuesto que una el material hidréfilo (o el material hidréfobo) al oligo ARN de doble hélice durante el
proceso de preparacion de la estructura.

Ademas, el enlace covalente puede ser un enlace no degradable o un enlace degradable. En este caso, los enlaces
no degradables incluyen, pero no se limitan a, un enlace de amida o un enlace de fosfato, y los enlaces degradables
incluyen, pero no se limitan a, un enlace de disulfuro, un enlace degradable de acido, un enlace de éster, un enlace
de anhidrido, un enlace biodegradable o un enlace biodegradable enzimaticamente.

La presente invencion proporciona una estructura de oligo ARN de doble hélice conjugada a ligando representada por
la formula siguiente (2), que comprende un material hidréfilo unida al extremo 3' de la cadena de sentido de un oligo
ARN de doble hélice, un ligando unido al material hidréfilo y un material hidréfobo unido al extremo 5' de la cadena
sentido:

Férmula 2 B-X-583-Y-A-L

En donde A es el material hidréfilo; B es el material hidréfobo; X e Y son cada uno de manera independiente un enlace
covalente simple o un enlace covalente mediado por enlazador; S es la cadena de sentido del oligo ARN de doble
hélice; AS es la cadena antisentido del oligo ARN de doble hélice; y L es el ligando especifico del receptor que tiene
la propiedad de mejorar la internalizacion de la célula diana por endocitosis mediada por el receptor (RME).

Un procedimiento para preparar la estructura de oligo ARN de doble hélice conjugada con ligando representada por
la formula (2) comprende los pasos de:

(1) sintetizar un ARN monocatenario en un soporte solido que tenga un material hidréfilo de grupo funcional
unido al mismo;

(2) unir covalentemente un material hidréfobo al extremo 5' del ARN monocatenario que tiene el material
hidréfilo del grupo funcional unido al mismo;

(4) separar la estructura de grupo funcional-ARN-polimero y un ARN monocatenario complementario
sintetizado por separado del soporte sélido;

(5) unir covalentemente un ligando al extremo del material hidrofilo por medio del grupo funcional; y.

(6) hibridar la estructura de polimero-ARN unido al ligando con el ARN monocatenario complementario para
formar una estructura de ARN bicatenario, en la que el ligando se selecciona entre anticuerpos especificos
para la diana, aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos para el receptor, que se unen
especificamente a una diana y realizan endocitosis mediada por el receptor (RME).

En una forma de realizacién mas preferente de la presente invencion, el procedimiento puede comprender los pasos
de: (1) unir un material hidréfilo a un soporte solido (CPG) que tenga un grupo funcional unido a él; (2) sintetizar un
ARN monocatenario esobre el soporte solido (CPG) que tenga el material hidréfilo del grupo funcional unido a él; (3)
unir covalentemente un material hidréfobo al extremo 5' del ARN monocatenario; (4) separar la estructura de grupo
funcional-ARN-polimero y un ARN monocatenario complementario sintetizado por separado del soporte sélido (CPG);
(5) union covalente de un ligando al extremo del material hidrofilo por medio del grupo funcional para preparar una
estructura de ARN-polimero que tenga el ligando estructurado encima; y (6) hibridar la estructura de ARN unido al
ligando-polimero con el ARN monocatenario complementario para formar una estructura de oligo ARN de doble hélice
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que tiene el ligando unido a ella, en donde el ligando se selecciona entre anticuerpos especificos para la diana,
aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos para el receptor, que se unen especificamente a una diana y
realizan endocitosis mediada por el receptor (RME). Después del paso (6), la estructura ARN-polimero y el ARN
monocatenario complementario pueden separarse y purificarse de los reactivos mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), y a continuacion el peso molecular puede medirse mediante un espectrometro de masas MALDI-
TOF para determinar si se prepararon la estructura ARN-polimero y el ARN deseados. En el procedimiento de
preparacion descrito anteriormente, el paso de sintetizar el ARN monocatenario complementario al ARN
monocatenario sintetizado en el paso (3) puede realizarse antes del paso (1) o en cualquiera de los pasos (1) a (6).

En otra forma de realizacion, la presente invencion proporciona una estructura de oligo ARN de doble hélice unido a
ligando, representada por la férmula siguiente (3), que comprende un material hidréfilo unido al extremo 5’ de la cadena
sentido de un oligo ARN de doble hélice, un ligando unido al material hidrofilo y un material hidréfobo unido al extremo
3' de la cadena sentido:

Férmula 3 L-A-X-5'S3-Y-B3 AS%

Un procedimiento para preparar la estructura de oligo ARN de doble hélice unida a ligando representada por formula
(3) comprende los pasos de:

(1) sintetizar un ARN monocatenario sobre un soporte sdlido que tenga un grupo funcional unido a él;

(2) unir covalentemente un material hidréfilo al material obtenido en el paso (1);

(3) uniendo covalentemente un ligando al material obtenido en el paso (2), en donde el ligando esta unido al
extremo del material hidroéfilo;

(4) separar del soporte soélido el material obtenido en el paso (3);

(5) unir covalentemente un material hidréfobo al material resultante del paso (4) por medio del grupo funcional
unido al extremo 3’; y.

(6) hibridar el material resultante del paso (5) con un ARN monocatenario complementario para formar una
estructura de ARN de doble cadena, en donde el ligando se selecciona entre anticuerpos especificos de la
diana, aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos del receptor, que se unen especificamente a
una diana y realizan endocitosis mediada por el receptor (RME).

En una forma de realizacion mas preferida, el procedimiento de preparacion puede comprender los pasos de: (1)
sintetizar un ARN monocatenario sobre un soporte sélido (GPC) que tenga un grupo funcional unido a él; (2) unir
covalentemente un material hidrofilo al extremo 5 del ARN monocatenario; (3) unir covalentemente un ligando al
extremo del material hidréfilo unido al ARN monocatenario para sintetizar una estructura de grupo funcional-ARN-
polimero hidréfilo; (4) separar del soporte solido (CPG) la estructura de grupo funcional-ARN-polimero hidrofilo; (5)
unir un material hidréfobo al ARN a través del grupo funcional para sintetizar una estructura ARN-polimero que tenga
un ligando unido a él; y (6) hibridar la estructura preparada de ARN-polimero con un ARN monocatenario
complementario para preparar una estructura de polimero-oligo ARN de doble hélice, en la que el ligando se selecciona
entre anticuerpos especificos para la diana, aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos del receptor, que
se unen especificamente a una diana y realizan endocitosis mediada por el receptor (RME).

Después del paso (5), el ARN se puede separar y purificar de los reactivos mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), y después se puede medir el peso molecular mediante un espectrometro de masas MALDI-TOF
para determinar si se prepararon la estructura ARN-polimero y el ARN deseados. En el procedimiento de preparacion
descrito anteriormente, el paso de sintetizar el ARN monocatenario complementario al ARN monocatenario sintetizado
en el paso (1) puede realizarse antes del paso (1) o en cualquiera de los pasos (1) a (6).

En otra forma de realizacion, la presente invencion proporciona una estructura de oligo ARN de doble hélice unida a
ligando representada por la férmula siguiente (4), que comprende un material hidréfilo o hidréfobo unido al extremo 5'
de la cadena de sentido y la cadena antisentido de un ARN de doble hélice :

Férmula (4) L-A-X-5'S33AS5-y-B

en donde A es un material hidrofilo; B es un material hidréfobo; X e Y son cada uno de manera independiente un
enlace covalente simple o un enlace covalente mediado por enlazador; S es la cadena sentido de un oligo ARN de
doble hélice; AS es la cadena antisentido del oligo ARN de doble hélice; y L es un ligando especifico del receptor que
tiene la propiedad de mejorar la internalizacion de la célula diana por endocitosis mediada por el receptor (RME).

Un procedimiento para preparar la estructura de oligo ARN de doble hélice representada por la formula (4) comprende
los pasos de:

(1) sintetizar un ARN monocatenario sobre un soporte sélido;

(2) unir covalentemente un material hidrofilo al extremo 5’ del ARN monocatenario;
(3) unir covalentemente un ligando al extremo del material hidréfilo unido al ARN monocatenario;
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(4) separar del soporte solido la estructura de polimero hidréfilo-ARN unido a ligando y una estructura de
polimero hidréfobo-ARN complementaria, sintetizada por separado; y

1. () hibridar la estructura de polimero hidroéfilo-ARN unido a ligando a la estructura de polimero hidréfobo-ARN
complementario para formar una estructura de doble cadena, en la que el ligando se selecciona entre
anticuerpos especificos para la diana, aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos del receptor,
que se unen especificamente a una diana y realizan endocitosis mediada por el receptor (RME).

El procedimiento de preparacion comprende, entre los pasos (1) a (4), un paso de sintetizar un ARN monocatenario
complementario al ARN monocatenario del paso (1), y después unir covalentemente un material hidréfobo al ARN
monocatenario sintetizado para sintetizar una de polimero hidréfobo-ARN unido a ligando .

La presente invencion también proporciona una nanoparticula que comprende la estructura de oligo ARN de doble
hélice que tiene el ligando unida a ella, y una nanoparticula que comprende la estructura de farmaco terapéutico-
polimero que tiene el ligando unido a ella.

Una nanoparticula se forma por medio de la interaccién entre las estructuras de oligo ARN de doble hélice unidas a
ligando de la presente invencion. Especificamente, se forma una nanoparticula, que tiene una estructura en la que un
material hidréfobo se encuentra en el centro de la nanoparticula, un oligo ARN de doble hélice esta protegido por un
material hidrofilo externo y un ligando se encuentra situado en la superficie de la nanoparticula (véase la FIG. 1). La
nanoparticula administra el oligo ARN de doble hélice a una célula por medio del ligando, y de esta manera administra
con mayor eficiencia el ARN a una célula. Esta nanoparticula puede usarse para el tratamiento de enfermedades. La
sintesis de la estructura y las caracteristicas, la eficiencia de la administracion intracelular y los efectos de una
nanoparticula que comprende la estructura se describiran con mas detalle en los ejemplos siguientes.

Se describe, ademas, un procedimiento de terapia génica que usa una nanoparticula compuesta por las estructuras
de oligo ARN de doble hélice unido al ligando o las estructuras de farmaco terapéutico-polimero unidas a ligando.

De manera especifica se describe un procedimiento terapéutico que comprende los pasos de: Preparar una
nanoparticula compuesta por las estructuras de oligo ARN de doble hélice unido a ligando; e introducir la nanoparticula
en el cuerpo de un animal.

La presente invencidon también proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
farmaceuticamente eficaz de una nanoparticula compuesta de estructuras de oligo ARN de doble hélice unido a
ligando.

Para la administracién, la composicion de la presente invencion puede comprender, ademas del principio activo
descrito anteriormente, por lo menos un vehiculo farmaceuticamente aceptable. El vehiculo farmaceuticamente
aceptable que puede usarse en la presente invencion debe ser compatible con el principio activo de la presente
invencion y puede ser solucion salina fisiolodgica, agua estéril, solucion de Ringer, solucién salina tamponada, solucion
de dextrosa, solucion de maltodextrina, glicerol, etanol o una mezcla de dos o mas de ellos. Ademas, la composicion
de la presente invencion puede, si es necesario, comprender otros aditivos convencionales, incluyendo antioxidantes,
tampones y agentes bacteriostaticos. Ademas, la composicidon de la presente invencion puede ser formulada como
formas inyectables tales como soluciones acuosas, suspensiones o emulsiones con la ayuda de diluyentes,
dispersantes, surfactantes, aglutinantes y lubricantes. En particular, la composicion de la presente invencion se
proporciona preferentemente como una formulacion liofilizada. Para la preparacion de formulaciones liofilizadas, se
puede usar cualquier procedimiento convencional conocido en la técnica, y también se puede afiadir un estabilizador
para la liofilizacion.

Ademas, la composicion de la presente invencién puede ser formulada en formas de dosificacion adecuadas,
dependiendo del tipo de enfermedad o del componente, de acuerdo a un procedimiento conocido en la técnica o el
procedimiento descrito en Remington's Pharmaceutical Science (Mack Publishing Company, Easton PA).

La dosis de la composicion farmacéutica de la presente invencion puede ser determinada por aquellos expertos en la
técnica dependiendo de las condiciones del paciente y de la gravedad de la enfermedad. Ademas, la composicién de
la presente invencién puede ser formulada en forma de polvos, comprimidos, capsulas, liquido, soluciones de
inyeccion, unglientos y jarabes, y se puede proporcionar en forma de dosis unitarias o multiples formas de dosificacion,
por ejemplo, ampollas o viales sellados.

La composicidon farmacéutica de la presente invencidn puede ser administrada por via oral o parenteral. La
composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencion puede ser administrada por varias rutas, incluyendo,
pero no limitado a, oral, intravenoso, intramuscular, intraarterial, intramedular, intradural, intracardal, transdérmico,
subcutaneo, vias intraperitoneales, gastrointestinales, sublinguales y locales.

Para tal administracion clinica, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede formularse en formas

adecuadas usando técnicas conocidas en la técnica. La dosis de la composicion de la presente invencién puede variar
dependiendo de varios factores, tales como el peso corporal de un paciente, la edad, el sexo, el estado de salud y la
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dieta, el tiempo y el procedimiento de administracion, la tasa de eliminacion y severidad de la enfermedad, y facilmente
lo puede determinar una persona de habilidad ordinaria en la técica.

Mas adelante se describe un conjugado de polimero y ASO representado por la siguiente formula 5:
Foérmula 5 A-X-R-Y-B

en donde uno de A y B es un material hidrdfilo, el otro es un material hidréfobo, X e Y son cada uno de manera
independiente un enlace covalente simple o un enlace covalente mediado por enlazador, y R es un ASO.

Tal como se usa en este documento, el término "ASO" tiene por objeto incluir no solo los oligonucledétidos antisentido
convencionales, que se usan para inhibir la expresion de ARNm, sino también los antagémidos que inhiben las
funciones del ARNm.

El material hidrofilo de la formula (5) puede tener un ligando especifico de la diana unido a él. El ligando especifico de
la diana tiene la propiedad de mejorar la internalizacion especifica de la diana por endocitosis mediada por el receptor
(RME) y puede seleccionarse entre anticuerpos especificos de la diana o aptameros, péptidos como ligandos
especificos del receptor y materiales quimicos tales como folato, N-acetilgalactosamina (NAG) y manosa. En este
caso, el resto focalizante es un material que realiza la administracién de una manera especifica de la diana y no se
limita solo a los anticuerpos, al aptamero, al péptido y a los materiales quimicos descritos anteriormente.

En el conjugado, el ASO comprende preferentemente 10-50 oligonucledtidos, mas preferentemente 13-25
oligonucledtidos.

Para mejorarla estabilidad in vivo, el ASO incluye oligodesoxinucleétidos (ODN) obtenidos por diversas modificaciones
que proporcionan resistencia a la nucleasa. La modificacion puede ser una o una combinacién de dos o mas
seleccionados entre la sustitucion de un grupo -OH en la posicidn 2' del carbono del resto del aziicar de uno o mas
nucledtidos con -CHs(metilo), -OCHgs, -NHa,-F (fldor), -O-2-metoxietilo, -O-propil, -O-2-metiltioetilo, -O-3-aminopropilo,
-O-3-dimetilaminopropilo, -O-N-metilacetamido o -O-dimetilamidoxietilo; la sustitucion del oxigeno del resto de azucar
del nucledtido con azufre; la modificacion del enlace entre los nucleétidos en un enlace de fosforotioato, boranofosfato
o fosfonato de metilo. Alternativamente, la modificacién puede ser la modificacion en forma de PNA (acido nucleico
peptidico) o LNA (acido nucleico bloqueado).

Un ASO que puede usarse no esta especificamente limitado y puede ser un ASO para cualquier gen que se usa o que
puede usarse para terapia génica o en investigacion.

Sera obvio para aquellos expertos en la técnica que los ASO que se usan incluyen no solo un ASO que tiene una
coincidencia perfecta con el mRNA diana, sino también un ASO que no coincide con el mMRNA diana para inhibir la
traduccion del mRNA.

El material hidrofilo tiene preferentemente un peso molecular de 200-10.000, mas preferentemente de 1.000-2.000.
Ademas, el material hidréfilo es preferentemente un compuesto de polimero catiénico o no iénico.

Por ejemplo, el compuesto polimérico hidréfilo que se usa es preferentemente un compuesto polimérico no iénico
hidréfilo tal como PEG (polietileno), polivinilpirrolidona o polioxazolina, pero no se limita a estos.

Si es necesario, el material hidréfilo puede ser modificado para que tenga un grupo funcional necesario para la union
a otros materiales. Entre los materiales hidréfilos, en particular el polietilenglicol (PEG) puede tener varios pesos
moleculares y grupos funcionales, tiene una buena biocompatibilidad, no induce respuesta inmune, incrementa la
estabilidad in vivo del ASO y aumenta la eficiencia de la administracion del ASO, y por lo tanto es muy adecuado para
la preparacion del conjugado de la invencion.

Ademas, el material hidréfobo tiene preferentemente un peso molecular de 250-1.000. En particular, el material
hidréfobo que se usa puede ser preferentemente un derivado esteroide, un derivado de glicerido, éter de glicerol, glicol
de polipropileno, a hidrocarburo C12-Cs insaturado o saturado, diacil fosfatidilcolina, acido graso, fosfolipido,
lipopolamina o similares, pero no esta limitado a estos, y sera obvio para aquellos expertos en la técnica que puede
usarse cualquier material hidréfobo que sea adecuado para los fines de la presente invencion.

Particularmente, el derivado esteroide puede ser seleccionado del grupo que consiste en colesterol, colestanol, acido
cdlico, formato de colesterilo, formato de colestanilo y amina del colestanil, y el derivado del glicérido pueden ser
seleccionados entre los mono-, di- y tri-gliceridos, en donde el acido graso del glicérido puede ser un acido graso Ci»-
Cso insaturado o saturado.

El material hidréfobo actia para causar una interaccion hidréfoba con objeto de formar una nanoparticula. Entre los

materiales hidréfobos, particularmente una cadena de carbono o un colesterol son muy adecuados para la preparacion
del conjugado de la presente invencion, porque pueden ser facilmente unidos en el paso de preparar un ASO.
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Ademas, el enlace covalente indicado por X 0 Y en la férmula 5 puede ser un enlace no degradable o degradable. En
este caso, los enlaces no degradables incluyen, pero no se limitan a, un enlace de amida o un enlace de fosfato, y los
enlaces degradables incluyen, pero no se limitan a, un enlace de disulfuro, un enlace degradable de acido, un enlace
de éster, un enlace de anhidrido, un enlace biodegradable o un enlace biodegradable enzimaticamente.

Un conjugado de polimero y ASO puede tener una estructura en la que un material hidrofilo esta unido a uno de los
extremos 5'y 3' de un ASO y un material hidréfobo esta unido al otro extremo

Un procedimiento para preparar el conjugado de polimero y ASO que tenga el material hidrofilo unido al extremo 3’
del ASO puede estar compuesto por los siguientes pasos:

a) unir covalentemente un material hidrofilo a un soporte sélido;

b) sintetizar un ASO sobre el soporte solido que comprende el material hidrdfilo;

c) unir covalentemente un material hidréfobo al extremo 5’ del ASO sobre el soporte sélido; y.
d) separar del soporte sélido y purificar el conjugado de polimero y ASO resultante.

En una variante mas preferente, el conjugado de polimero y ASO se prepara mediante un procedimiento que
comprende los pasos de: Unir covalentemente un material hidréfilo a un soporte sélido (vidrio mineral controlado
(CPQ)); sintetizar un ASO sobre el soporte sélido (CPG), que tiene el material hidréfilo covalentemente unido a él,
desbloqueando, acoplando, afiadiendo una caperuza (capping) y oxidando; y unir covalentemente un material
hidréfobo al extremo 5’ del ASO. Una vez finalizada la preparacion del conjugado de polimero y ASO, el conjugado de
polimero y ASO se separa del soporte solido (CPG) tratdndolo con un 60 %(v/v) de amoniaco en un bafio de agua a
28 °C, Ademas, el conjugado de polimero y ASO puede separarse y purificarse de los reactivos mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), tras lo cual el peso molecular puede medirse mediante el
espectrometro de masas MALDI-TOF para determinar si se preparo el conjugado de polimero y ASO deseado.

En ofra variante, un procedimiento para preparar un conjugado de polimero y ASO que comprende un material hidréfilo
unido al extremo 5’ de un ASO, comprende los pasos de:

a) sintetizar un ASO sobre un soporte soélido que tenga un grupo funcional unido a ella;

b) unir covalentemente un material hidréfilo al extremo 5’ del ASO;

c) separar del soporte sélido el conjugado de ASO unido al material hidrdéfilo; y.

d) unir covalentemente un material hidréfobo al extremo 3’ del ASO separado del soporte sélido.

El procedimiento de preparacion puede comprender los pasos de: Sintetizar un ASO sobre un soporte sélido (GPC)
que tenga un grupo funcional unido a él; unir covalentemente un material hidréfilo al extremo 5’ del ASO; tratar el
soporte solido resultante con amoniaco al 28 %(v/v) en un bafio de agua a 60 °C para separar del soporte sélido (CPG)
el conjugado de polimero hidréfilo-ASO acoplado al grupo funcional; y unir un material hidréfobo al ASO a través del
grupo funcional para formar un conjugado de polimero y ASO que comprende el material hidréfilo y el material
hidréfobo fijado a ambos extremos del ASO. Una vez finalizada la preparacion del conjugado de polimero y ASO, el
conjugado de polimero y ASO puede separarse y purificarse de los reactivos mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), tras lo cual el espectrometro de masas MALDI-TOF puede medir el peso molecular para
determinar si se preparé el conjugado de polimero y ASO deseado.

Sin embargo, el conjugado de polimero y ASO puede comprender, ademas, un ligando unido al material hidrdfilo.

Un procedimiento de unién de un ligando al material hidrofilo se determina de acuerdo con el tipo de grupo funcional
que se une al ligando. Por ejemplo, un ligando-fosforamidita que tenga fosforamidita como grupo funcional puede ser
unido al material hidréfilo de la misma manera que en el proceso de sintesis del ASO, y un ligando que tenga N-
hidroxisuccinimida (NHS) unido al mismo puede ser unido al material hidréfilo por medio de un enlace de éster de N-
hidroxisuccinimida (NHS).

Un procedimiento para preparar un conjugado de polimero y ASO que comprende un ligando fijado a un conjugado
de polimero y ASO que tiene un material hidréfilo unido al extremo 3’ de un ASO, comprende los pasos de:

a) unir un material hidrofilo a un soporte sélido que tenga un grupo funcional acoplado al mismo;

b) sintetizar un ASO sobre el soporte solido que tenga el material hidréfilo del grupo funcional unido al mismo;
c) uniendo covalentemente un material hidréfobo al extremo 5’ del ASO;

d) separar del soporte sélido un conjugado de polimero y ASO, obtenido en el paso c); y.

€) unir un ligando al material hidréfilo del conjugado de polimero y ASO separado del soporte sélido.

En una variante mas preferida, el procedimiento de preparaciéon comprende los pasos de: Unir un polimero hidréfilo a
un soporte soélido que tenga un grupo funcional unido a él; sintetizar un ASO sobre el soporte solido (CPG) que tenga
el material hidréfilo del grupo funcional unido a él; unir covalentemente un material hidréfobo al grupo final del ASO;
separar del soporte solido (CPG) el conjugado de funcional grupo-ASO-polimero resultante; y unir un ligando al
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extremo del polimero hidrofilo por medio del grupo funcional, preparando asi un conjugado de polimero y ASO unido
a ligando. Una vez finalizada la preparacion del conjugado de polimero y ASO unido a ligando, el conjugado de
polimero y ASO puede separarse y purificarse de los reactivos mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), tras lo cual el espectrémetro de masas MALDI-TOF puede medir el peso molecular para determinar si se
prepard el conjugado de polimero y ASO unido a ligando deseado.

En otra variante, un procedimiento para preparar un conjugado de polimero y ASO que comprende un ligando unido
a un conjugado de polimero y ASO que tiene un material hidroéfilo conectado al extremo 5’ de un ASO, comprende los
pasos de:

a) sintetizar un ASO sobre un soporte sélido que tenga un grupo funcional adjunto al mismo;

b) unir covalentemente un material hidréfilo al extremo del ASO;

c) unir covalentemente un ligando al conjugado de material hidréfilo y ASO;

d) separar del soporte soélido un conjugado de ASO-material hidréfilo-ligando, que tenga acoplado el grupo
funcional; y.

€) unir covalentemente un material hidréfobo al extremo 3’ del ASO del conjugado separado del conjugado
sélido.

En una variante mas preferida, el procedimiento de preparacion comprende los pasos de: Sintetizar una ASO en un
soporte solido (GPC) que tenga un grupo funcional unido al mismo; unir covalentemente un material hidrdéfilo al grupo
final del ASO; unir covalentemente un ligando al polimero hidréfilo-ASO; separar del soporte solido (CPG) el conjugado
de ASO unido al grupo funcional-polimero hidréfilo-ligando; y fijar un material hidréfobo al conjugado separado por
medio del grupo funcional, sintetizando de este modo un conjugado de polimero y ASO unido a ligando que tiene el
material hidréfobo fijado al extremo opuesto al polimero hidrofilo. Una vez finalizada la preparacion del conjugado de
polimero y ASO unido a ligando, el conjugado de polimero y ASO puede separarse y purificarse de los reactivos
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), tras lo cual el espectrometro de masas MALDI-TOF puede
medir el peso molecular para determinar si se preparé el conjugado de polimero y ASO unido a ligando deseado.

Como resultado, el conjugado de polimero y ASO sintetizado comprende tanto materiales hidréfobos como hidrofilos,
y por lo tanto es de naturaleza anfilica. El resto hidrdfilo tiende a salir por medio de la interaccion (tal como un enlace
de hidrégeno) con moléculas de agua in vivo, y el material hidréfobo tiende a entrar por medio de la interaccion
hidréfoba y, por lo tanto, se forma una nanoparticula termodinamicamente estable. En otras palabras, se forma una
nanoparticula en la que el material hidréfobo se encuentra en el centro de la nanoparticula y el material hidrofilo se
encuentra fuera del ASO para proteger el ASO (véase la FIG. 18). La nanoparticula formada tal como se ha descrito
anteriormente, mejora la administracion intracelular del ASO y puede usarse para el tratamiento de enfermedades. La
sintesis del conjugado y las caracteristicas, la eficacia de la administracion intracelular y los efectos del conjugado se
describiran con mas detalle en los ejemplos siguientes.

Se describe un procedimiento de terapia génica que comprende los pasos de: Preparar una nanoparticula compuesta
de conjugados de polimero y ASO; y administrar el ASO in vitro por parte de la nanoparticula. El procedimiento de
terapia génica no se limita Unicamente a la aplicacion in vitro.

Se describe una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmaceuticamente efectiva del conjugado
de polimero y ASO o una nanoparticula compuesta del conjugado de polimero y ASO unido a ligando.

Para la administracién, la composicion descrita anteriormente puede incluir, ademas del principio activo descrito
anteriormente, al menos un vehiculo farmacolégicamente aceptable. El vehiculo farmaceuticamente aceptable que
puede usarse tal como se ha descrito anteriormente debe ser compatible con el principio activo tal como se ha descrito
arriba y puede ser solucion salina fisiolégica, agua estéril, solucion de Ringer, solucion salina tamponada, solucién de
dextrosa, solucion de maltodextrina, glicerol, etanol o una mezcla de dos o mas de ellos. Ademas, si es necesario la
composicion de la presente invencion puede, comprender otros aditivos convencionales, incluyendo antioxidantes,
tampones y agentes bacteriostaticos. Ademas, la composicién descrita anteriormente se puede formular como formas
inyectables tales como soluciones acuosas, suspensiones o emulsiones, con la ayuda de diluyentes, dispersantes,
agentes tensioactivos, aglutinantes y lubricantes. En particular, la composicion descrita anteriormente se proporciona
de manera preferente como formulacién liofilizada. Para la preparacion de formulaciones liofilizadas, se puede usar
cualquier procedimiento convencional conocido en la técnica, y también se puede afadir un estabilizador para la
liofilizacion.

Ademas, la composicion descrita anteriormente puede formularse en formas de dosificacion adecuadas, dependiendo
del tipo de enfermedad o del componente, segun un procedimiento conocido en la técnica o el procedimiento descrito
en Remington's pharmaceutical Science (Mack Publishing Company, Easton PA).

La dosis de la composicién farmacéutica tal como se ha descrito anteriormente puede ser determinada por los expertos

en la técnica dependiendo de las condiciones del paciente y fr la gravedad de la enfermedad. Ademas, la composicion
descrita anteriormente se puede formular en forma de polvos, comprimidos, capsulas, liquido, soluciones de inyeccion,
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unglentos y jarabes, y se pueden proporcionar en formas de dosis unitarias o en formas de dosificacién multiple, por
ejemplo, ampollas o viales sellados.

La composicion farmacéutica descrita anteriormente puede administrarse por via oral o parenteral. La composicion
farmacéutica descrita anteriormente puede ser administrada por varias vias, incluyendo, pero sin estar limitada a, las
vias oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intramural, intracardiaca, transdérmica, subcutanea,
intraperitoneal, gastrointestinal, sublingual y rutas locales. La dosis de la composicién descrita anteriormente puede
variar en funcion de diversos factores, como son el peso corporal del paciente, la edad, el sexo, el estado de salud y
la dieta, el tiempo y el procedimiento de administracion, la tasa de eliminacién y la gravedad de la enfermedad, y una
persona de habilidad ordinaria en la técnica lo puede determinar de manera sencilla.

Ejemplos
De aqui en adelante, la presente invencion sera descrita con mas detalle con referencia a los ejemplos.

Ejemplo 1: Preparaciéon de material de ligando que se puede unir

Con el fin de preparar una estructura de oligo ARN de doble hélice con un ligando unido a ella, se preparé un material
de ligando que puede ser unido a la estructura de oligo ARN de doble hélice.

Ejemplo 1-1: Preparacién del reactivo 1-hexa(etilenglicol)-N-acetil galactosamina-fosforamidita (compuestos A, By C)

Con objeto de unir N-acetil galactosamina (NAG) a una estructura de oligo ARN de doble hélice, se prepard 1-
hexa(etilenglicol)-NAG-fosforamidita como se muestra en el siguiente esquema de reaccion 1.

Esquema de reaccién 1

TEA Ac;0  OA - FeCly, HEG
Acu ‘

NH HCI m
Y

Compuesto A

MC, reflujo

OH  TEA,CEP-CI
6 mc

Compuesto B Compuesto C

Ejemplo 1-1-1: Preparacién de 1,3,4,6-tetraacetil-NAG (compuesto A)

El material de partida clorhidrato de galactosamina (Sigma Aldrich, EE.UU.) (2 g, 9,27 mmol), acetonitrilo (Samjeon,
Corea) (31 ml) y trietilamina (Sigma Aldrich, EE.UU.) (15,42 ml, 111,24 mmol) se mezclaron entre si y se sometieron
a reflujo durante 1 horas. La mezcla se enfrié lentamente hasta la temperatura ambiente y se enfrié a 0 °C con agua
helada, y después se afadio gota a gota anhidrido acético (Sigma Aldrich, EE.UU.) (8,76 ml, 92,70 mmol) por espacio
de 10 minutos. A continuacion, se eliminé el agua helada y se agité el material restante a temperatura ambiente durante
24 horas. Tras la finalizacion de la reaccion, se afadié lentamente una solucién acuosa de bicarbonato sodico
(Samjeon, Corea) al producto de reaccion hasta que el pH alcanzé el valor neutro. Después de que el pH alcanzara el
valor neutro, se agito la solucion de reaccion a temperatura ambiente durante 2 horas y se filtré el sélido producido. El
filtrado se lavd secuencialmente con acetato de etilo (Samjeon, Corea) (100 ml x 2), agua destilada (100 ml x 2) y

15



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2899043 T3

acetato de etilo (100 ml x 1). El sélido se secé al vacio para producir 1,3,4,6-tetraacetil-N-acetil galactosamina (1,82
g, 52,3 %) (véase la FIG. 3).

Ejemplo 1-1-2: Preparacién de 3,4,6-triacetil-1-hexa(etilenglicol)-NAG (compuesto B)

La 1,3,4,6-tetraacetil-N-acetil galactosamina (1,81 g, 4,82 mmol) preparada en el ejemplo 1-1-1, cloruro de hierro lll
(Sigma Aldrich, EE.UU.) (1,02 g, 6,27 mmol) y cloruro de metileno (Samjeon, Corea) (48 ml) se mezclaron entre si 'y
se agitaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se afadié hexa(etilenglicol) (Sigma Aldrich,
EE.UU.) (1,58 ml, 4,82 mmol) a la mezcla, seguido de reflujo durante 2 horas. Tras la finalizacion de la reaccion, la
solucién de reaccion se filtro a través de celite (Sigma Aldrich, EE.UU.), y el filtrado se lavé con cloruro de metileno
(50 ml x 2). El filtrado se concentré bajo presion reducida y se afiadid a acetato de etilo (100 ml) y agua destilada (100
ml), y se recolectd la capa acuosa. La capa acuosa recogida se extrajo con cloruro de metileno (100 ml x 3) y la capa
organica se recolectd, se seco con sulfato de magnesio anhidro (Samjeon, Corea) y se filtr6. El filtrado se concentro a
presion reducida y se seco al vacio, obteniéndose asi 3,4,6-triacetil-1-hexa(etilenglicol)-N-acetil galactosamina (2,24
g, 74,9 %) (véase la FIG. 4).

Ejemplo 1-1-3: Preparacién de 1-hexa(etilenglicol)-NAG-fosforamidita (compuesto C)

El compuesto (2,22 g, 3,71 mmol) obtenido en el ejemplo 1-1-2, cloruro de metileno (37 ml) y trietilamina (0,94 ml, 6,75
mmol) se mezclaron entre si y se agitaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se afadio 2-
cianoetil N,N-diisopropilclorofosforamidita (Sigma Aldrich, EE.UU.) (0,75 ml, 3,38 mmol) a la mezcla y se agité durante
45 minutos. Tras la finalizacion de la reaccion, la solucién de reaccion se concentrd a presion reducida y se afiadieron
acetato de etilo (100 ml) y agua destilada (100 ml). Se recolecté la capa organica, se seco con sulfato de magnesio
anhidro y se filtr6. El filtrado se concentré a presion reducida y se purific6 mediante cromatografia en columna,
obteniéndose asi 1-hexa(etilenglicol)-N-acetil galactosamina-fosforamidita (1,14 g, 42,2 %) (véase la FIG. 5).

Ejemplo 1-2: Preparacion de NHS-folato

Para unir folato a una estructura de oligo ARN de doble hélice, se preparé NHS-folato como se muestra en el siguiente
esquema de reaccion 2:

Esquema de reaccion 1

OH H 0 0
u A —fn—wO%ﬂ COOH L
o i Jf HM-} + HO-_ | + bpCC
Bl 7NN _
0

coon

o H 0
destilado " ;)In f“' COOH
—_ " ‘ s

DMs0 HoM ’k‘n n? 0
o-n_

o
0
Compuesto A

El material de partida acido félico (Sigma Aldrich, EE.UU.) (3 g, 6,8 mmol), dimetilsulféxido (Sigma Aldrich, EE.UU.)
(60MI), N-hidroxisuccinimida (Sigma Aldrich, EE.UU.) (0,86 g, 7,5 mmol) y 1,3-diciclohexilcarbodiimida (Sigma Aldrich,
EE.UU.) (1,54 g, 7,5 mmol) se mezclaron entre si y se agitaron a temperatura ambiente durante 18 horas. Después
de la finalizacién de la reaccion, la mezcla de reaccion se afiadio gota a gota a 950 ml de una mezcla de 3:5 de acetato
de etilo:n-hexano (Samjeon, Corea) durante 10 minutos, y se filtré el sélido NHS-folato (3,79 g) (Robert J. Lee y Philip
S. Low (1994) J. Biological Chemistry. 269: 3198-3204).

Ejemplo 1-3: Preparacion del péptido (referencial)

Debido a que los compuestos peptidicos incluyen a-aminoacido, se realizd una reaccion de unién entre un derivado
peptidico que tiene esta estructura y el grupo funcional amina de PEG. En esta reaccidon de unién, los grupos
funcionales amina presentes en el PEG y el derivado del péptido interactuan entre si durante la reaccion de union con
el acido carboxilico del péptido, y por este motivo, antes de la reaccion de unién fue necesario llevar a cabo un proceso
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de sustitucion del grupo funcional amina del compuesto peptidico por un grupo protector . EI grupo amino del
compuesto peptidico fue sustituido por un grupo protector de 9-fluorenilo metiloxicarbonil (Fmoc) o tert-butiloxicarbonil
(t-BOC) para eliminar su reactividad con el acido carboxilico del péptido, preparando asi un compuesto peptidico capaz
de unirse a PEG.

Ejemplo 2: Preparacion de la estructura de oligo ARN de doble hélice que tiene un ligando unido al extremo 5'

El material de ligando preparado en el ejemplo 1 puede construirse en forma de fosforamidita, tal como la NAG-
fosforamidita del ejemplo 1-1, para que pueda ser unido al extremo del PEG mediante un proceso general de sintesis
quimica de oligo (consistente en desbloqueo, acoplamiento, adicién de una caperuza (capping) Yy oxidacion).
Alternativamente, puede construirse en la forma de un ligando NHS, tal como el folato NHS del ejemplo 1-2, para que
pueda ser enlazado a PEG unido a amino por medio de un enlace de éster, sintetizando asi una estructura de PEG-
ARN que tiene el ligando unido al extremo 5’ del ARN. La estructura sintetizada de PEG-ARN que tenia el ligando
unido al extremo 5’ fue hibridado con una estructura complementaria de ARN 5’ Cy4 24' C que tenia un grupo hidréfobo
unido a él, sintetizando asi una estructura de oligo ARN de doble hélice que tenia el ligando enlazado al extremo 5'.

Ejemplo 2-1: Preparacion de oligo ARN de doble hélice

En los siguientes ejemplos, se usé un oligo ARN de doble hélice contra survivina para inhibir la survivina. La survivina
es una proteina que se expresa comunmente en la mayoria de los tumores o de las lineas de células mutantes
probadas hasta la fecha y se espera que sea una diana importante en la terapia contra el cancer (Survivin: a new
target for anti-cancer therapy. Cancer Treat Rev. 2009 Nov; 35(7):553-62). El oligo ARN de doble hélice de survivina
de acuerdo con la presente invencion consiste en una cadena sentido establecida en el SEQ ID NO: 1 y una cadena
antisentido complementaria a la misma, y un nucleétido de oligos de doble cadena que se usa como control consiste
en una cadena de sentido establecida en el SEQ ID NO: 2 y una cadena antisentido complementaria de la anterior. El
oligo ARN de doble hélice usado en este ejemplo consiste en la siguiente secuencia de nucledtidos.

(N.O DE ID DE SEQ: 1) 5'-AAG GAG AUC AAC AUU UUC A-3'
(N.O DE ID DE SEQ: 2) 5-CUU ACG CUG AGU ACU UCG A-3'

Con el fin de sintetizar el oligo ARN de doble hélice, el ARN monocatenario fue sintetizado enlazando los nucleétidos
por medio de los enlaces fosfodiéster del esqueleto del ARN usando tert-butildimetilsililo-protegido B-cianoetil
fosforamidita (Polymer support oligonucleotide synthesis XVIII: use of B-cyanoethyl-N,N-dialkylamino-/N-morpholino
phosphoramidite of deoxynucleosides for the synthesis of DNA fragments simplifying deprotection and isolation of the
final product. Nucleic Acids Res. 1984 Jun 11; 12(11): 4539-57).

En el proceso de sintesis, se repitié un ciclo consistente en desbloqueo, acoplamiento, adicién de una caperuza
(capping) y oxidacion en un soporte sdélido con un nucledsido conectado a él, obteniéndose asi la secuencia de ARN
deseada. El proceso de sintesis del ARN monocatenario se llevd a cabo usando un sintetizador de ARN (384
Synthesizer, BIONER, Corea) (véase la FIG. 6).

Ejemplo 2-2: Preparacion de la estructura de 5' PEG-ARN

Se hizo reaccionar el ARN sintetizado en el ejemplo 2-1 con un reactivo de PEG fosforamidita de acuerdo con un
proceso general de sintesis de ARN, preparando asi una estructura de 5' PEG-ARN (véase el FIG. 7).

Ejemplo 2-3: Sintesis de PEG-ARN gue tiene un ligando unido al extremo 5’

Ejemplo 2-3-1: Preparacién de la estructura de NAG-PEG-ARN usando N-acetil galactosamina (NAG) fosforamidita

Se hizo reaccionar la estructura de 5' PEG-ARN sintetizada en el ejemplo 2-2 con el reactivo NAG fosforamidita
(sintetizado en el ejemplo 1-1) de acuerdo con un proceso general de sintesis de ARN para unir N-acetil galactosamina
(NAG) a la estructura de PEG-ARN mediante un enlace fosfodiéster. El ligando de N-acetil galactosamina puede
proporcionar una o mas moléculas deN-acetil galactosamina a PEG usando un enlace de dendrimero.

Ejemplo 2-3-1-1: Preparacion de la estructura mono NAG-PEG-ARN

Se hizo reraccionar estructura PEG-ARN sintetizada en el ejemplo 2-2 con el reactivo NAG fosforamidita (sintetizado
en el ejemplo 1-1) de acuerdo con un proceso general de sintesis de ARN para unir N -acetil galactosamina (NAG) a
la estructura PEG-ARN mediante un enlace fosfodiéster, sintetizando asi una estructura de ARN mono-NAG-PEG de
5' (véase la FIG. 8).

Ejemplo 2-3-1-2: Preparacion de la estructura triple NAG-PEG-ARN

Se hizo reaccionar la estructura de PEG-ARN sintetizada en el ejemplo 2-2 con un reactivo de fosforamidita de
dendrimero (Trebler Phosphoramidte, Glen Research, USA), y después reaccioné con el reactivo NAG fosforamidita
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(sintetizado en el ejemplo 1-1) de acuerdo con un proceso general de sintesis de ARN para unir tres NAG a la
estructura PEG-ARN a través de enlaces fosfodiéster, sintetizando asi una estructura triple NAG-PEG-ARN de 5'
(véase la FIG. 9).

Ejemplo 2-3-2: Preparacién de la estructura folato-PEG-ARN

Se hizo reaccionar la estructura de PEG-ARN sintetizada en el ejemplo 2-2 con un reactivo de aminofosforamidita de
acuerdo con un proceso general de sintesis de ARN para unir un grupo de amina a la estructura de PEG-ARN a través
de un enlace de fosfodiéster, sintetizando asi una estructura de amina-PEG-ARN. La estructura sintetizada de amina-
PEG-ARN se enlazé al NHS-folato (sintetizado en el ejemplo 1-2) a través de un enlace de éster para sintetizar una
estructura folato-PEG-ARN de 5' (véase la FIG. 10).

Ejemplo 2-3-3: Preparacion de la estructura de péptido-PEG-ARN mediante la modificacion de la amina y el compuesto
peptidico (referencial)

La reaccion de unioén entre el grupo carboxilo del compuesto peptidico protegido preparado en el ejemplo 1-3 y el
grupo amino de PEG de la estructura amina-PEG-ARN preparado en el ejemplo 2-3-2, se realiz6 usando BOP
(benzotriazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)-fosfonio  hexafluorofosfato) (Sigma Aldrich, USA) y HOBT (1-
hidroxibenzotriazl) (Sigma Aldrich, USA). Después de la reaccidon de unién, se tratd el producto de reaccidon con
piperidina (Sigma Aldrich, USA) para eliminar el grupo protector, preparando asi una estructura de 5' peptido-PEG-
oligo ARN de doble hélice.

Ejemplo 2-4: Preparacionde la estructura de 5’ C4-ARN

Se sintetizd una estructura de ARN complementaria a la secuencia de ARN de la estructura de 5’ ligando-PEG-oligo
ARN de doble cadena del Ejemplo 2-3 por medio del procedimiento de sintesis de ARN del ejemplo 2-1, y después
fue tratada con un reactivo Cx tetradocosano que contenia un enlace disulfuro de acuerdo con un proceso general de
sintesis de ARN para unir C»4 a la estructura de ARN mediante un enlace de fosfodiéster, sintetizando de este modo
una estructura de 5’ C; ARN (véase la FIG 11).

Ejemplo: 2-5: Recuperacion e hibridacion

Cada uno de los ARN monocatenarios sintetizados en los ejemplos 2-1, 2-2, 2-3 y 2-4 fue tratado con amoniaco al 28
% (v/v) en un bafio de agua a 60 °C para separar los ARN sintetizados y las estructuras de ARN de los CPG, seguido
de la desproteccion. Las estructuras de 5' ligando-PEG-ARN bicatenario y las estructuras de 5’ Cz4-oligo ARN de doble
cadena fueron tratadas con una mezcla 10:3:4 (v/v/v) de N-metilpirrolidona, trietilamina y trihidrofluoruro de trietilamina
en un horno a 70 °C para eliminar 2TBDMS (tert-butilo-dimetilsilo).

Los ARN fueron separados de los reactivos por medio de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para
separar los ARN, y los pesos moleculares de los ARN fueron medidas por MALDI-TOF MS (SHIMADZU, Japén) para
determinar si los ARN eran consistentes con las secuencias de nucleétidos deseadas y las estructuras de oligo ARN
de doble hélice.

A continuacion, para preparar una estructura de oligo ARN de doble hélice con un ligando unido a ella, el PEG-ARN
unido a ligando de PEG-ARN, el ARN sentido y el ARN antisentido se mezclaron entre si en la misma cantidad, y la
mezcla fue afiadida a 1X tampdn de hibridacion (30 mM HEPES, 100 mM de acetato de potasio, 2 mM de acetato de
magnesio, pH 7,0~7,5) y se dejo reaccionar en un bafio de agua a temperatura constante de 90 °C durante 3 minutos,
y después se dejo reaccionar a 37 °C, preparando asi una estructura deseada de oligo ARN de doble hélice con un
ligando unido al extremo 5’ de cada una de las cadenas. El oligo ARN de doble hélice preparado que tiene el ligando
unido al extremo 5’ fue sometido a electroforesis para confirmar la hibridacién de las cadenas.

Ejemplo 3: Preparacion de la estructura de oligo ARN de doble hélice con ligando unido al extremo 3'

Se sintetizé amina-CPG en 3' amina-PEG-ARN usando un reactivo PEG fosforamidita, y después se enlazé a un
ligando NHS tal como NHS-folato del ejemplo 1-2 a través de un enlace de éster, sintetizando asi una estructura de
PEG- oligo ARN de doble cadena con un ligando unido al extremo 3' La estructura sintetizada de PEG-oligo ARN de
doble cadena con un ligando unido al extremo 3’ fue unida al material hidréfobo Cy4 para formar PEG-ARN-Cz4 con un
ligando unido al extremo 3. EI PEG-RNA-Cy4 fue hibridado con un ARN complementario para sintetizar una estructura
de oligo ARN de doble hélice con un ligando unido al extremo 3'.

Ejemplo 3-1: Preparacion de la estructura de 3' amina-PEG-ARN

Se traté amine-CPG con un reactivo de polietilenglicol fosforamidita de acuerdo con un proceso general de sintesis de
ARN para sintetizar 3' CPG-amina-PEG. La 3' CPG-amina-PEG fue sintetizada en una estructura de 3’ CPG-amina-
PEG-ARN que tiene una secuencia de ARN deseada de acuerdo con el proceso de sintesis de ARN del ejemplo 2-1
(véase la FIG. 12).
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Ejemplo 3-2: Preparaciéon dela estructura de 3' amina-PEG ARN-Cy4

La estructura de 3' CPG-amina-PEG-ARN sintetizada en el ejemplo 3-1 fue tratada con un reactivo C»4 tetradocosano
que contenia un enlace disulfuro de acuerdo con un proceso general de sintesis de ARN para unir el Cxs al ARN a
través de un enlace de fosfodiéster, sintetizando asi una estructura de 3’ amina-PEG ARN-C»4 (véase la FIG. 13).

Ejemplo 3-3: Preparacion de la estructura del PEG ARN-C»4 con ligando unido al extremo 3’

La estructura de 3' amina-PEG-ARN-Cy sintetizada en el ejemplo 3-2 fue tratada con amoniaco al 28 % en un bafio
de agua a 60 °C para separar la estructura sintetizada de 3' amina-PEG-oligo ARN de doble cadena y la estructura de
3' amina-PEG-ARN-C»4 de la CPG, seguida de desproteccion. La estructura desprotegida de 3' amina-PEG-ARN-Cy4
tratada con una mezcla de 10:3:4 (v/v/v) de N-metilpirrolidona, trietilamina y trihidrofluoruro de trietilamina en un horno
a 70 °C para eliminar 2' TBDMS (tert-butildimetilsilo). La estructura separada de 3' amina-PEG-ARN- Cx se enlazo a
un material de ligando tal como el NHS-ligando por medio de un enlace de éster, sintetizando asi una estructura de
PEG-ARN-C_4 con un ligando unido al extremo 3.

Ejemplo 3-3-1: Preparacién de la estructura 3’ folato-PEG-ARN

Se enlazé la estructura amina-PEG-ARN- Cy4, sintetizada en el ejemplo 3-2, al NHS-folato (sintetizado en el ejemplo
1-2) por medio de un enlace éster para sintetizar una estructura 3’ folato-PEG-ARN- Cy4 (FIG. 14).

Ejemplo 3-4: Preparacion de la estructura de ARN complementaria

Se sintetizd6 un ARN monocatenario complementario a la secuencia de la estructura de 3' ligando-PEG-ARN- Cy4 del
ejemplo 3-3 por el procedimiento de sintesis de ARN del ejemplo 2-1. Los ARN monocatenarios sintetizados fueron
tratados con amoniaco al 28 % en un bafio de agua a 60 °C para separar los ARN sintetizados del CPG, seguido por
la desproteccion. Los ARN desprotegidos se trataron con una mezcla de 4:3:10 (v/v/v) de N-metilpirrolidona,
trietilamina y trihidrofluoruro de trietilamina en un horno a 70 °C para eliminar 2' TBDMS (2'tert-butildimetilsilo).

Ejemplo 3-5: Hibridacién

El ARN y los productos de reaccion de la estructura de 3' ligando-PEG RNA- C,4 se separaron de los reactivos
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC; LC-20A prominence, SHIMADZU, Japon), y los pesos
moleculares de los materiales separados fueron medidos por MALDI TOF-MS (SHIMADZU, Japén) para determinar si
eran consistentes con la secuencia de nucleétidos deseada y la estructura de 3' ligando-PEG RNA- Cya.

A continuacion, para preparar una estructura de oligo ARN de doble hélice con un ligando unido a ella, el PEG-ARN
unido a ligando de PEG-ARN, el ARN sentido y el ARN antisentido se mezclaron entre si en la misma cantidad, y la
mezcla fue afiadida a 1X tampdn de hibridacion (30 mM HEPES, 100 mM de acetato de potasio, 2 mM de acetato de
magnesio, pH 7,0~7,5) y se dejo reaccionar en un bafio de agua a temperatura constante de 90 °C durante 3 minutos,
y después se dejo reaccionar a 37 °C, preparando asi una estructura deseada de oligo ARN de doble hélice con un
ligando unido al extremo 3’ de cada una de las cadenas. El oligo ARN de doble hélice preparado que tiene el ligando
unido al extremo 3’ fue sometido a electroforesis para confirmar la hibridacién de las cadenas.

Ejemplo 4: Formacion de nanoparticulas compuestas de estructuras de oligo ARN de doble hélice con un
ligando unido de la misma

Las estructuras de oligo ARN de doble hélice que tienen el ligando al extremo 5', y las estructuras de oligo ARN de
doble hélice que tienen el ligando al extremo 3’, sintetizadas en los ejemplos 2 y 3, forman una nanoparticula (es decir,
una micela) compuesta de estructuras de oligo ARN de doble hélice unido a ligando por medio de interacciones
hidréfobas entre los materiales hidréfobos unidos a los extremos de los ARN de oligo de doble hélice (véase la FIG.
1). Se midieron las mediciones de tamafio y de concentracion de micela critica (CMC) y el analisis de microscopio
electrénico de transmision (TEM) para una nanoparticula compuesta por el 5’ folato-ligando-oligo ARN de doble
cadena sintetizado en el ejemplo 2 para confirmar la formacion de la nanoparticula.

Ejemplo 4-1: Medicién del tamano de particula de las nanoparticulas compuestas de estructuras de 5’ folato-oligo ARN
de doble cadena

El tamarfio de la nanoparticula se midié mediante la medicién del potencial zeta. Especificamente, las estructuras de
5’ folato-oligo ARN de doble cadena se disolvieron en 1,5 ml de DPBS (solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco) a una concentracion de 50 pg/ml, y a continuacion se homogeneizaron con un sonicador (Wiseclean,
DAIHAN, Corea) (700 W; amplitud: 20 %). El tamafio de las nanoparticulas homogeneizadas se midié con un Zetasizer
(Nano-ZS, MALVERN, GB) en las siguientes condiciones: indice de refraccion: 1,459, indice de absorcion: 0,001,
temperatura del disolvente PBS (solucion salina tamponada con fosfato: 25 °C, viscosidad a esa temperatura: 1,0200),
e indice de refraccion: 1,335. Cada medicion constaba de 20 lecturas y se repitio tres veces.
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Se encontré que las nanoparticulas (folato-SAMIRNA) compuestas por las estructuras de oligo ARN de doble hélice
unido a folato tenian un tamafo de aproximadamente 100-200 nm. Un valor inferior del indice de polidispersion (PDI)
indica una distribucion mas uniforme de las particulas. El valor de la PDI del folato-SAMIRNA se midié resultando
menor de 0,4, lo que sugiere que se formaron nanoparticulas con un tamafo relativamente uniforme. Se encontré que
el tamanfo de las nanoparticulas compuestas de estructuras de este tipo es adecuado para la absorcion en las células
por endocitosis (Nanotoxicology: nanoparticles reconstruct lipids.Nat Nanotechnol. 2009 Feb;4(2):84-5) (see FIG.
15(A)).

Ejemplo 4-2: Medicion de la concentracién de micela critica de nanoparticulas compuestas de estructuras de oligo
ARN de doble hélice

Un material anfifilico que contenga tanto un grupo oleofilico como un grupo hidréfilo en la molécula puede actuar como
agente tensioactivo. Cuando un agente tensioactivo se disuelve en una solucion acuosa, los restos hidréfobos se
orientan hacia el interior para evitar el contacto con el agua, y los restos hidréfilos se orientan hacia el exterior,
formando asi una micela. La concentracion a la que se forma la micela por primera vez se define como la concentracion
de micela critica (CMC). Un procedimiento para medir la CMC usando un tinte fluorescente se basa en un cambio
rapido en la pendiente del grafico de intensidad de fluorescencia de un tinte fluorescente antes y después de la
formacion de la micela.

Para la medicion de la concentracion de micela critica de las nanoparticulas compuestas por las estructuras de oligo
ARN de doble cadena unido a folato, se preparé 0,04 mM de DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno, Sigma Aldrich, EE.UU.)
como colorante fluorescente. 1 nmole/ul de los 5’ folato-oligo ARN de doble cadena sintetizados en el ejemplo 2 se
diluyé con DPBS en series de 0,0977 ug/ml a 50 ug/ml, preparando asi 180 ul de cada una de las muestras de
estructura de 5’ folato-oligo ARN doble cadena'. A la muestra preparada se afiadieron y agitaron bien 20 pl de cada
uno de 0,04 mM de DPH en metanol y metanol solo como control. A continuacién, la homogeneizacion con un
sonicador (Wiseclean, DAIHAN, Corea) se realizd de la misma manera que se describe en el ejemplo 4-1 (700 W;
amplitud: 20 %). Se permitié que cada una de las muestras homogeneizadas reaccionara a temperatura ambiente en
condiciones de proteccion frente a la luz durante unas 24 horas, y las intensidades de fluorescencia (excitacion: 355
nm, emision: 428 nm, lectura superior). Debido a que las intensidades de fluorescencia medidas se usan para
determinar la intensidad de fluorescencia relativa, se calculd la intensidad de fluorescencia relativa ([intensidad de
fluorescencia de la muestra que contiene DPH]-[intensidad de fluorescencia de la muestra que contiene metanol solo])
a la misma concentracion y se mostré graficamente en el eje Y como una funcion del valor logaritmico de la
concentracion de estructuras de 5' folato- oligo ARN de doble cadena (eje X) (véase la FIG. 15(B)).

Las intensidades de fluorescencia medidas a varias concentraciones aumentan a medida que aumenta la
concentracion, y el punto en el que la concentracién aumenta rapidamente es la concentracion de CMC. Asi, la region
de baja concentracién en la que no aumentd la fluorescencia y la region de alta concentracion en la que aumento la
intensidad de la fluorescencia se dividieron en varios puntos para trazar lineas de tendencia, y el valor del eje X en el
que las dos lineas de tendencia se cruzaron entre si se determiné como la concentraciéon de CMC (FIG. 15(B)). La
CMC medido de la estructura folato- oligo ARN de doble cadena fue muy bajo (1,33 ug/ml), lo que sugiere que el
folato-SAMIRNA puede facilmente formar micelles a una concentraciéon muy baja.

Ejemplo 4-3: Observacién de la estructura de oligo ARN de doble hélice mediante microscopio electrénico de
transmisién (TEM)

Por medio del microscopio electrénico de transmision (TEM) se observo la morfologia de las nanoparticulas formadas
de las estructuras folato- oligo ARN de doble cadena.

Especificamente, las estructuras de folato-oligo ARN de doble cadena se disolvieron en DPBS (solucion salina
tamponada con fosfato de Dulbecco) a una concentracion final de 100 ng/ml, y luego se homogeneizaron con un
sonicador (Wiseclean, DAIHAN, Corea) (700 W; amplitud: 20 %). Las nanoparticulas formadas de las estructuras
folato-oligo ARN de doble cadena se observaron mediante tincion negativa con un material de alta densidad de
electrones. Las nanoparticulas observadas por el microscopio electrénico de transmision (TEM) tenian un tamafio
similar al tamafio de las nanoparticulas medido en el ejemplo 4-1, lo que sugiere que las nanoparticulas se formaron
facilmente.

Ejemplo 5: Administracién in vitro de estructuras de ARN de doble cadena unido a ligando

Con el fin de examinar si las nanoparticulas (folato-SAMIRNA) compuestas por las estructuras de 5' folato-oligo ARN
de doble cadena sintetizadas en el ejemplo 2 muestran efectos mejorados del oligo ARN de doble hélice in vitro, la
linea celular KB que sobreexpresa el receptor folato se cultivd en presencia o ausencia de folato sin transfeccion.
Como resultado, se encontré que el ligando enlazado elevaba la eficiencia de la administracion intracelular del
SAMIRNA y que el SAMIRNA exhibié el efecto de inhibir la expresion del gen diana.

Ejemplo 5-1: Cultivo de la linea celular tumoral
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La linea celular del carcinoma epitelial oral humano (KB) adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC) se
cultivd en medio libre de folatos RPMI-1640 (Gibco, EE.UU.) suplementado con FBS al 100 % (v/v), 100 unidades/ml
de penicilina y 100 pyg/ml de estreptomicina, en condiciones de 37 °C y un 5 % (v/v) CO..

Ejemplo 5-2: Transfeccién de la linea celular tumoral con folato-SAMIRNA

Las células tumorales (1,3 x 10°células/pocillo) cultivadas en el ejemplo 5-1 se cultivaron en un medio libre de folato
RPMI-1640 en una placa de 6 pocillos durante 18 horas bajo las condiciones descritas en el ejemplo 5-1, y luego se
retird el medio y se afiadié a cada pocillo la misma cantidad de medio Opti-MEM.

Nanoparticulas (SAMiRNA-Sur) compuestas de estructuras de oligo ARN de doble hélice que comprenden una
secuencia de SEQ ID NO: 1 que inhibe la expresion de la survivina del gen diana, nanoparticulas (SAMiRNA-con)
compuestas de estructuras de polimero de oligo ARN de doble hélice que comprenden una secuencia de control de
SEQ ID NO: 2, y nanoparticulas (Folato-SAMiIRNA-Sur) compuestas de estructuras folato de oligo ARN de doble
cadena unido a ligando que comprenden una secuencia de SEQ ID NO: 1, se disolvieron en DPB a una concentracion
de 50ug/ml segun el mismo procedimiento descrito en el ejemplo 4-1, y se homogeneizaron por medio de ultrasonidos,
obteniéndose asi nanoparticulas homogeneizadas compuestas de cada una de las estructuras.

Para crear un estado en el que hay una cantidad excesiva de folato en el medio Opti-MEM, se afiadi6é adicionalmente
folato al medio para crear un estado que contenia 1 mM de folato y se afiadié un estado en el que no se afadio folato.
A continuacion, las células fueron tratadas con 200 nM de cada una de las muestras y se cultivaron en condiciones de
37 °C y un 5 % (v/v) de CO2 durante 48 horas.

Ejemplo 5-3: Andlisis cuantitativo relativo del ARNm del gen de la survivina

Ell ARN total se extrajo de la linea celular transfectada del ejemplo 5-2 y se sintetiz6 en ADNc, y a continuacion se
cuantifico el nivel de expresion relativa de la survivina mediante PCR en tiempo real de acuerdo con el procedimiento
descrito en la publicacién de patente de Corea abierta a inspeccion pulica N°2009-0042297.

SAMIiRNA-con es un grupo de prueba tratado con nanoparticulas compuestas de estructuras de oligo ARN de doble
hélice que comprende una secuencia de control de SEQ ID NO: 2, y SAMIRNA-Sur es un grupo de prueba tratado con
nanoparticulas compuestas de estructuras de oligo ARN de doble hélice que comprende una secuencia de SEQ ID
NO: 1 (secuencia de survivina). Folato-SAMIRNA-Sur es un grupo de prueba tratado con nanoparticulas compuestas
de estructuras folato-oligo ARN de doble cadena que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 1 (secuencia de
survivina).

El grado de inhibicion de la expresion del ARNm diana fue el nivel de expresion del gen diana en el grupo de prueba
tratado con cada uno de los genes SAMIRNA-Sur y Folato-SAMIRNA-Sur en relacion con el nivel de expresion del gen
diana en el grupo de prueba tratado con SAMIRNA-con y se determiné por medio de cuantificacién comparativa (véase
la FIG. 16).

Cuando una cantidad excesiva de folato estaba presente en el medio, se pudo ver que el receptor de folato en la linea
celular KB estaba saturado con una cantidad excesiva de folato, y por lo tanto el efecto de promover la internalizacion
intracelular por el ligando folato unido a SAMiIRNA quedd enmascarado, sugiriendo que el ligando folato influye en la
eficacia de la administracion intracelular de SAMIRNA para desempeifar un papel crucial en la inhibicién de la
expresion de mRNA del gen diana.

En el caso del grupo tratado con SAMIRNA-Sur, no hubo diferencia significativa en la inhibicion de la expresion del
gen diana entre la presencia y la ausencia de folato, Pero en el caso del grupo tratado con folato-SAMIRNA-Sur, la
inhibicion de la expresion del gen diana fue aproximadamente dos veces mayor en ausencia de folato que en presencia
de folato. En otras palabras, cuando se observé una cantidad excesiva de folato, no se observé el cambio en el efecto
inhibitorio de la expresion génica diana por el ligando unido a folato, pero cuando el folato estaba ausente, se observo
un aumento en el efecto inhibitorio de la expresién génica diana por el ligando unido a folato.

Por lo tanto, se puede observar que las nanoparticulas compuestas por las estructuras de oligo ARN de doble hélice
unido a ligando muestran una mayor eficiencia de la administracion intracelular y una mayor inhibicién del gen diana
en las células en las que el receptor de ligando esta sobreexpresado.

Ejemplo 6: Administracién in vivo de la estructura de oligo ARN de doble hélice unido a ligando

Con el fin de examinar si las nanoparticulas (folato-SAMIRNA) compuestas por las estructuras de 5' folato-oligo ARN
de doble cadena sintetizadas en el ejemplo 2 realzan el efecto del oligo ARN de doble cadena en condiciones in vivo,
se administraron las nanoparticulas a un ratén que tenia un tumor compuesto por la linea celular KB que
sobreexpresaba el receptor de folato, y se examinaron los efectos de folato-SAMIRNA y SAMIRNA sobre la inhibicion
de la expresién del gen diana en el tejido.
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Ejemplo 6-1: Preparacion del modelo de xenoinjerto KB

La linea celular KB cultivada en el ejemplo 5-1 se inyecté subcutaneamente a cada uno de los ratones desnudos de 5
semanas de edad (BALB/C nu) con una densidad de 1 x 10% células. Después de la inyeccion, se observo el
crecimiento del tumor midiendo las longitudes del eje largo y del eje corto del tumor a intervalos de 2 dias, y se
demostré que el tumor crecid a un volumen de aproximadamente 150-200 mm?® a las 2 semanas después de la
inyeccion.

Ejemplo 6-2: Estructuras de oligo ARN de doble hélice unido a ligando y administracién de estructuras de oligo ARN
de doble hélice unido a ligando

Para la administracion en el modelo de xenoinjerto KB preparado en el ejemplo 6-1, las estructuras de 5’ folato-oligo
ARN de doble cadena que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1, sintetizado en el ejemplo 2, y estructuras de
ARN de doble cadena sin ligando, se homogeneizaron de la misma manera que se describe en el ejemplo 4-1,
obteniéndose asi nanoparticulas homogeneizadas compuestas de estructuras de oligo ARN de doble hélice. Las
nanoparticulas homogeneizadas se administraron una vez en la vena de la cola de los modelos de xenoinjerto KB
(n=4) a una dosis de 5 mg/kg de peso corporal), y el tejido tumoral se recolecté a las 48 o 72 horas después de la
administracion. EI ARN total se extrajo del tejido tumoral recogido y se sintetizé en ADNc, y a continuacion se cuantificd
el nivel de expresion relativa del ARNm de survivina mediante PCR en tiempo real de acuerdo con el procedimiento
descrito en la publicacion de patente coreana abierta a inspeccion publica N° 2009-0042297 (véase la FIG. 17).

En LA FIG. 17, PBS es un grupo de prueba en el que se administré solo un disolvente como control negativo,
SAMIRNA es un grupo de prueba en el que se administraron nanoparticulas compuestas por las estructuras de oligo
ARN de doble hélice sin ligando, y Folato-SAMIRNA es un grupo de prueba en el que administraron nanoparticulas
compuestas de las estructuras 5’ folato-oligo ARN de doble cadena.

El efecto inhibitorio de la expresion génica diana del SAMIRNA fue mayor a las 72 horas después de la administracion
que a las 48 horas después de la administracion. La inhibicion de la expresion del gen diana en el grupo al que se
administro la estructura unida a ligando (Folato-SAMiIRNA) fue del 160 % a las 48 horas después de la administracion
y del 120 % a las 72 horas después de la administracion.

Por lo tanto, se puede ver que la estructura de ARN de doble cadena que tiene el ligando folato unido a él se
proporcionaron rapidamente en el tejido tumoral diaba in vivo que sobreexpresa el receptor folato, de modo que se
mejora el efecto del oligo ARN de doble hélice, y que el efecto se mantiene incluso con el paso del tiempo.

Ejemplo 7: Preparaciéon de conjugado de polimero y ASO (referencial)

En los ejemplos de la presente invencion, se usé un ASO de survivina para inhibir la accion de la survivina (Biol.
Proced. Online 2004; 6(1): 250-256). La survivina es una proteina que se expresa comunmente en la mayoria de los
tumores o lineas celulares mutantes que se han probado hasta la fecha y se espera que sea una diana importante en
la terapia contra el cancer (Abbrosini G. etal.Nat.Med.3(8):917-921,1997).

Los ASO usados en los siguientes ejemplos son una secuencia especifica de survivina establecida en el SEQ ID NO:
3: 3 y una secuencia de control establecida en SEQ ID NO: 4.

(SEQ ID NO: 3) ASO de survivina (ISIS 23722), 5-TGTGCTATTCTGTGAATT-3
(SEQ ID NO : 4) Control codificado (ISIS 28598), 5-TAAGCTGTTATGTGTGTT-3

Las secuencias de ASO se sintetizaron enlazando los nucleétidos por medio de los enlaces de fosfodiéster del
esqueleto del ADN usando (-cianoetilfosforamidita (Shina et al. Nucleic Acids Research , 12:4539-4557, 1984).

En el proceso de sintesis del ASO, se repitié un ciclo consistente en desbloqueo, acoplamiento, adicion de una
caperuza (capping) y oxidacion sobre un soporte soélido (CPG) que tiene un nucledsido fijado al mismo, obteniéndose
asi una secuencia de ADN deseada.

Especificamente, en un paso de desbloqueo que es el primer paso, se trata un CPG, que tiene un nucledsido
conectado a él, con &cido tricloroactéico (TCA) al 3 % para eliminar el DMT (4,4'-dimetoxitritilo). En un paso de
acoplamiento, que es el siguiente paso, se enlazan las cadenas de nucledtidos entre si por medio de la reaccion de
enlace entre el grupo de 5'-hidroxilo formado en el CPG en el paso anterior y un monémero nucleosidico de
fosforamidita que tiene una secuencia deseada. En un paso de adiciéon de una caperuza (capping), que es el tercer
paso, un grupo de 5'-hidroxilo que no se hace reaccionar en el paso de acoplamiento se bloquea para eliminar la
formacién de una cadena de nucleétidos con una secuencia de nucleétidos no deseada en el paso de acoplamiento
del siguiente ciclo. En el paso de adicién de una caperuza (capping), el grupo de 5'-hidroxilo que no se hace reaccionar
es acetilado tratandolo con anhidrido acético y N-metilimidazol. En un paso de oxidacion, que es el paso final, el enlace
de fosfito triéster entre un grupo de 5'-hidroxilo y fosforamidita, formado en el paso de acoplamiento, se convierte en
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un enlace de fosfodiéster. En este paso de oxidacion, el enlace del fosfito triéster se trata con una solucién oxidante
de 0,02 M (0,02 M-I12 en THF/piridina/H>O) para convertir el fosfato en fosfato. Se realizd una serie de procesos para
sintetizar el ASO usando un sintetizador de ADN (384 Synthesizer, BIONER, Corea).

En un proceso de sintesis de un conjugado de polimero y ASO (3'PEG-ASO-5'lipidico), se sintetizé un ASO mediante
desbloqueo, acoplamiento, adiciéon de una caperuza (capping) y oxidacion de un soporte de 3' PEG-CPG con el
material hidréfilo PEG en el extremo 3', y el material hidréfobo Cy4 tetradocosano que contenia un enlace disulfuro se
fijo al extremo &', preparando de este modo un conjugado de ASO y polimero (véase la publicacion de patente coreana
abierta a inspeccion publica N° 2009-0042297).

Ademas, para preparar un 3'ligando-PEG-ASO-5lipido, se fijé el PEG a un CPG que tenia un grupo funcional, tal como
un grupo amina, unido a él, usando un reactivo de PEG fosforamidita por medio de un proceso consistente en el
desbloqueo, el acoplamiento, la adicion de una caperuza (capping) y la oxidacion, y el material hidrofobo Ca4
tetradocosano que contenia un disulfuro que se fijé al extremo 5’, preparando asi un grupo funcional 3’ PEG-ASO-5'-
lipido al cual se puede fijar un ligando deseado. Tras la finalizacion de la sintesis, se traté el producto de reaccién con
amoniaco al 28 % en un bafio de agua a 60 °C para separar el conjugado de polimero y ASO, al que se puede fijar
un ligando, a partir del CPG. Después, se fij6 un ligando al conjugado por el grupo funcional, preparando asi un
conjugado de polimero ASO (3' ligando-PEG-ASO-5'lipido).

Sin embargo, para sintetizar un conjugado de polimero y ASO (3'lipid-ASO-5'PEG), se sintetizé un ASO en un CPG
que tenia un grupo funcional, tal como un grupo amina, por un proceso consistente en desbloqueo, acoplamiento,
adicién de una caperuza (capping) y oxidacion, y el PEG se adjunté al extremo 5 usando PEG fosforamidita,
preparando asi un conjugado de grupo funcional-ASO-polimero hidréfilo. Después de completar la sintesis del
conjugado de grupo funcional-ASO-polimero hidréfilo, se traté el producto de reaccion con amoniaco al 28 % (v/v) en
un bafio de agua a 60 °C para separar el conjugado de grupo funcional-ASO-polimero hidréfilo del CPG, y después
se fij6 un material hidréfobo al conjugado a través del grupo funcional, preparando asi un conjugado de polimero y
ASO que tiene acoplados a él los materiales hidréfilos e hidréfobos deseados. Después, el conjugado de polimero y
ASO fue separado y purificado de los reactivos por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (LC-20A
Prominence, SHIMADZU, Japén), y se midieron los pesos moleculares del ASO y del conjugado de polimero y ASO
mediante MALDI TOF-MS (SHIMADZU, Japén) para determinar si se obtuvo la secuencia de nucleétido que habia
que sintetizar.

Ejemplo 8: Sintesis del conjugado de polimero y ASO modificado con fosfotioato (referencial)

El ASO usado en este ejemplo se obtuvo sustituyendo el grupo fosfato del esqueleto del ADN por un grupo de
fosfotioato para obtener S-oligos y uniendo los S-oligos por enlaces de fosfotioato.

Especificamente, se sintetiz6 un ASO compuesto de S-oligos por medio de un proceso consistente en desbloqueo,
acoplamiento, adicion de una caperuza (capping) y oxidacion, en el cual el paso de oxidacioén se realizé por tratamiento
con reactivo sulfurante 0,1 M en lugar de solucién oxidante 0,02 M. Mediante este proceso de sintesis de ASO, se
sintetizaron ASO modificados con fosfotioato que tienen secuencias de SEQ ID NO 3 y 4 (Shina et al. Nucleic Acids
Research,12:4539-4557,1984). El resto de los procesos de sintesis usados en este ejemplo eran similares a los
usados en el ejemplo 7.

Para sintetizar un ASO en el que se modificaron 4 nucleétidos en ambos extremos (extremos 5' y 3') con 2-OCH3
(metoxi), se sintetizd un nucledsido en la region modificada en forma de 2'-OCH3-ADN usando 2'-OCHs-ADN-cianoetil
fosforamidita [rA(Bz),rC(Ac),rG(ibu),rU] para sustituir el esqueleto de AND con fosfotiolato y después, tal como se ha
descrito anteriormente, se sintetizé el esqueleto de AND enlazando S-oligos a través de uniones fosfotiolatos.

Con el fin de preparar un conjugado de polimero y ASO modificado por fosfotiolato, se sintetizé un conjugado de ASO
modificado con fosfotiolato en un soporte de 3'PEG-CPG mediante un ciclo consistente en desbloqueo, acoplamiento,
adicién de una caperuza (capping) y oxidacion tal como se conoce en la técnica (véase la publicacion de patente
coreana abierta a inspeccion publica N° 2009-0042297), y después se fij6 el material hidréfobo Cys tetradocosano,
que contenia un elemento disulfuro, al extremo 5’, preparando un conjugado deseado de polimero y ASO modificado
con fosfotiolato.

Ademas, para unir un ligando al extremo del material hidrofilo del conjugado de polimero y ASO modificado por
fosfotiolato, se fijé al CPG 3' un grupo funcional al que se puede unir un ligando, y después se unié al CPG un material
hidréfilo y se llevd a cabo la reaccion descrita anteriormente, preparando asi un conjugado de polimero y ASO al cual
se puede fijar un ligando.

Después de completar la sintesis del conjugado de polimero y ASO, el producto de reaccion fue tratado con amoniaco
al 28 % (v/v) en un bafio de agua a 60 °C para separar del CPG el ASO y el conjugado polimero y ASO. Después se
separo el conjugado de polimero y ASO y se purificé de los reactivos por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) (LC-20A Prominence, SHIMADZU, Japédn), y se midieron los pesos moleculares del ASO y del conjugado de
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polimero y ASO mediante MALDI TOF-MS (SHIMADZU, Japdn) para determinar si se habia obtenido la secuencia de
nucledtidos a sintetizar (véase la FIG. 19).

Ejemplo 9: Evaluacidon de la estabilidad del conjugado de polimero y ASO en condiciones que imitan las
condiciones in vivo (referencial)

Para examinar si la estabilidad de los conjugados de polimero y ASO, sintetizados y separados en los ejemplos 7 y 8,
habia aumentado en comparacién con la del ASO original sin ningun polimero unido, se realizd el siguiente
experimento. Especificamente, se incubaron un ASO sin polimero unido a él y el conjugado de polimero y ASO en
medios que contenian FBS (suero fetal bovino) al 50 % y al 30 %(v/v), que imitan las condiciones in vivo, para 0, 3, 5,
7 y 10 dias, y luego se analizé la degradacion del conjugado de polimero y ASO, en comparacion con la del ASO
original, por medio de electroforesis o de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Como resultado, el conjugado de polimero y ASO era estable independientemente de la concentracion de FBS, aunque
el PEG se separd del ASO con el paso del tiempo, mientras que la estabilidad del ASO sin ningun polimero unido
comenzo a disminuir después del dia 3.

Ejemplo 10: Andlisis de las propiedades fisicas de la nanoparticula compuesta de conjugados de polimero y

ASO (referencial)

Los conjugados de polimero y ASO forman una nanoparticula compuesta por los conjugados de polimero y ASO por
interaccion entre los materiales hidréfobos fijados a los extremos de los ASO (véase la FIG. 18). El tamario y la
concentracion de micela critica (CMC) de las nanoparticulas compuestas por conjugados de polimero ASO se midieron
mediante la medicién del potencial zeta.

Ejemplo 10-1: Mediciéon de nanoparticulas compuestas de conjugados de polimero y ASO

El tamafo de las nanoparticulas compuestas por conjugados de polimero ASO, preparadas en el ejemplo 8 y que
comprenden una secuencia de SEQ ID NO: 3, se midi6 mediante la medicion del potencial zeta. Especificamente,
50ug de conjugados de polimero ASO se disolvieron en 1 ml de DPBS (solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco), y luego se homogeneizaron con un sonicador (Wiseclean, DAIHAN, Corea) (700 W; amplitud: 20 %). El
tamafio de las nanoparticulas homogeneizadas se midié mediante el dispositivo de medicién de potencial zeta (Nano-
ZS, MALVERN, Inglaterra) en las siguientes condiciones: indice de refraccion: 1,454, indice de absorcién: 0,001,
temperatura del agua como disolvente: 25 °C. Cada medicion constaba de 20 lecturas de tamafio y se repitio tres
veces.

Se pudo observar que las nanoparticulas formadas por los conjugados de polimero y ASO tenian un tamafio de 100-
200 nm y un indice de polidispersion (PDI) inferior a 0,4 (véase la FIG. 20(A)). Un valor inferior del indice de
polidispersién (PDI) indica una distribucion mas uniforme de las particulas. Por lo tanto, se puede ver que las
nanoparticulas formadas por los conjugados de polimero ASO tienen un tamafo relativamente uniforme, que es
adecuado para la absorcion en las células por endocitosis (Kenneth A. Dawson et al. nature nanotechnology 4:84-85,
2009).

Ejemplo 10-2: Medicién de la concentracion de micela critica de conjugados de polimero y ASO

Un material anfifilico que contenga tanto un grupo oledfilo como un grupo hidréfilo en la molécula puede actuar como
agente tensioactivo. Cuando se disuelve un agente tensioactivo en una solucion acuosa, los restos hidréfobos se
orientan hacia el interior para evitar el contacto con el agua y los restos hidréfilos se orientan hacia el exterior, formando
asi una micela. La concentracion a la que se forma la micela por primera vez se define como concentracion de micela
critica (CMC). Un procedimiento para medir la CMC usando un tinte fluorescente se basa en un cambio rapido en la
pendiente del grafico de intensidad de fluorescencia de un tinte fluorescente que cambia rapidamente antes y después
de la formacion de la micela.

Para la medicién de la concentracion de micela critica de las nanoparticulas compuestas por conjugados de polimero
ASO, se prepar6 0,04 mM DPH (1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno, SIGMA, EE.UU.) como colorante fluorescente. 1 nmole/ul
de los conjugados de polimero y ASO que comprenden una secuencia de SEQ ID NO: 3 se diluyeron con DPBS en
serie de 0,0977ug/ml a 50ug/ml, preparando asi 180ul de cada una de las muestras de conjugado de polimero y ASO.
A la muestra preparada se anadieron y agitaron bien 20 yl de cada 0,04 mM DPH en metanol y metanol solo como
control. A continuacion se realizé la homogeneizacion, usando un sonicador (Wiseclean, DAIHAN, Corea), de la misma
manera que se describe en el ejemplo 10-1 (700 W; amplitud: 20 %). Se permitié6 que cada una de las muestras
homogeneizadas reaccionara a temperatura ambiente en condiciones de proteccion frente a la luz durante unas 24
horas, y se midieron las intensidades de fluorescencia (excitacion: 355 nm, emision: 428 nm, lectura superior). Debido
a que las intensidades de fluorescencia medidas se usan para determinar la intensidad de fluorescencia relativa, se
calculd la intensidad de fluorescencia relativa ([intensidad de fluorescencia de la muestra que contiene DPH]-
[intensidad de fluorescencia de la muestra que contiene metanol solo]) a la misma concentracién y se mostrd
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graficamente en el eje Y en funcion del valor logaritmico de la concentracién de los conjugados de polimero y ASO
(eje X) (véase la FIG. 20(B)).

Las intensidades de fluorescencia medidas a varias concentraciones aumentan a medida que aumenta la
concentracion, y el punto en el que la concentracién aumenta rapidamente es la concentraciéon de CMC. Asi, la region
de baja concentracion en la que la fluorescencia no aumento y la region de alta concentracion en la que aumentd la
intensidad de la fluorescencia se dividieron en varios puntos para trazar lineas de tendencia, y se determiné el valor
del eje X en el que las dos lineas de tendencia se cruzaron entre si como la concentracion CMC. La CMC medida de
los conjugados de polimero y ASO fue muy baja (1,56 ug/Ml), lo que sugiere que las nanoparticulas formadas por los
conjugados de polimero y ASO pueden formar micelas facilmente, incluso a una concentracién muy baja.

Ejemplo 11: Inhibicion de la expresidon del gen diana en la linea celular tumoral por el conjugado de polimero
y ASO y reactivo de transfeccidn (referencial)

Cada uno de los ASO sin conjugado de polimero y el conjugado de polimero y ASO, preparados en el ejemplo 8, se
transfectaron en una linea celular humana de cancer colorrectal (SW480) como una linea celular tumoral, y se
analizaron los patrones de expresion de survivina en la linea celular tumoral transfectada.

Ejemplo 11-1: Cultivo de la linea celular tumoral

La linea celular del cancer colorrectal humano (SW480) obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC) se
cultivé en un medio de cultivo (medio L-15 de Leibovitz, GIBCO/Invitorgen; EE.UU.), complementado con FBS al 10
% (v/v), 100 unidades/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina, en condiciones de 37 °Cy el 5 % (v/v) de dioxido
de carbono (COy).

Ejemplo 11-2: Transfeccién de la linea celular tumoral con conjugado de polimero y ASO

Cada uno de los ASO sin conjugado de polimero y el conjugado de polimero y ASO, preparados en el ejemplo 8, se
transfectaron en una linea celular humana de cancer colorrectal (SW480) como una linea celular tumoral, y se
analizaron los patrones de expresion de survivina en la linea celular tumoral transfectada.

La linea celular tumoral cultivada en el ejemplo 11-1 se cultivd en un medio de cultivo (medio Leibovitzs L-15,
GIBCO/Invitorgen; EE.UU.) en una placa de 6 pocillos con una densidad de 1,3 x 105 células durante 18 horas en las
condiciones descritas en el ejemplo 11-1, y después se desechd el medio de cultivo y se afadieron 800 pl de Opti-
MEM (modificaciéon del medio minimo de Eagle GIBCO/Invitorgen; EE.UU.) a cada pocillo.

Mientras tanto, se mezclaron 2 pl de Lipofectamine 2000 y 198 ul de medio Opti-MEM y se permitié que reaccionaran
a temperatura ambiente durante 5 minutos. El producto de reaccion fue tratado con 25 pmol/ul de cada uno de los
conjugados de polimero y ASO, preparados en los ejemplos 7 y 8, hasta concentraciones finales de 10, 50 y 100 nM,
y luego se permitid reaccionar a temperatura ambiente durante 20 minutos, preparando asi soluciones de transfeccion.

A continuacién, se afiadieron 200 ul de cada una de las soluciones de transfeccién a cada pocillo que contenia la linea
celular tumoral y Opti-MEM, y después se cultivaron las células durante 6 horas, seguido de la retirada del medio Opti-
MEM. A continuacion, se afadieron a cada pocillo 2,5 ml de medio de cultivo (medio L-15 de Leibovitz,
GIBCO/Invitorgen; EE.UU.), y después se cultivaron las células durante 24 horas en condiciones de 37 °C y 5 % (v/v)
de diéxido de carbon (COy).

Ejemplo 11-3: Andlisis cuantitativo relativo del ARNm del gen de la survivina

El ARN total se extrajo de la linea celular transfectada del ejemplo 11-2 y se sintetizd en ADNc, y luego se cuantificd
comparativamente el nivel de ARNm del gen de la survivina mediante PCR en tiempo real de acuerdo con el
procedimiento descrito en la publicacion de la patente coreana abierta a exposicion publica N° 2009-0042297 (véase
laFIG. 21).

Para analizar los efectos inhibitorios de la expresion génica diana del ASO sin polimero conjugado en el mismo y el
conjugado de polimero y ASO, se transfectaron células con cada uno del ASO y del conjugado de polimero y ASO
junto con el reactivo de transfeccion, y a continuacion se analizaron los niveles de expresion del ARNm del gen de la
survivina en las células. Como resultado, se encontré que la inhibicién de la expresion del gen de la survivina por el
conjugado de polimero y ASO fue similar a la del ASO sin ningin polimero conjugado, sugiriendo que el polimero
conjugado no interfiere con el mecanismo de accion del ASO.

Ejemplo 12: Inhibicion de la expresion del gen diana en la linea celular tumoral por conjugado de polimero y
ASO solo (referencial)

Cada uno de los conjugados de polimero ASO preparados en los ejemplos 7 y 8 fue transfectado a una linea celular
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humana de cancer colorrectal (SW480) como una linea celular tumoral, y se analizaron los patrones de expresion de
survivina en la linea celular tumoral transfectada.

Ejemplo 12-1: Cultivo de la linea celular tumoral

Se cultivd la linea celular del cancer colorrectal humano (SW480), obtenida de la American Type Culture Collection
(ATCC), en un medio de cultivo (medio L-15 de Leibovitz, GIBCO/Invitorgen; EE.UU.), complementado con FBS al 10
%(v/v), 100 unidades/ml de penicilina y ug/ml de estreptomicina, en condiciones de 37 °C y el 5 % (v/v) de di6xido de
carbono (COy).

Ejemplo 12-2: Transfeccién de la linea celular tumoral con conjugado de polimero y ASO

La linea celular tumoral cultivada en el ejemplo 12-1 se cultivd en un medio de cultivo (medio L-15 de Leibovitz,
GIBCO/Invitorgen; EE.UU.) en una placa de 6 pocillos con una densidad de 1,3 x 10° células durante 18 horas en las
condiciones descritas en el ejemplo 5-1, y luego se desecho el medio y se afiadieron 800 pl de medio Opti-MEM a
cada pocillo.

100ul de medio Opti-MEM y 5, 10 0 100 ul (500 nM, 1 uM o 10 uM) de cada uno de los conjugados de polimero y ASO
(1 nmole/ul) preparados en los ejemplos 1 y 2 se mezclaron entre si y se homogeneizaron con un sonicador
(Wiseclean, DAIHAN, Corea) de la misma manera que se describe en el ejemplo 4-1 (700 W; amplitud 20 %),
preparando asi soluciones de transfeccion que contienen nanoparticulas homogeneizadas formadas por conjugados
de materiale hidr6fobo-ASO.

A continuacién, se afiadieron 100 ul de cada una de las soluciones de transfeccién a cada pocillo que contenia la linea
celular tumoral y Opti-MEM, y las células se cultivaron durante 24 horas, tras lo cual se afiadié 1 ml de medio de cultivo
que contenia FBS al 20 % (medio L-15 de Leibovitz, GIBCO/Invitorgen; EE.UU.). Después, se cultivaron
adicionalmente las células durante 24 horas bajo las condiciones de 37 °C y 5 % (v/v) de dioxido de carbono (COy).
Por lo tanto, las células se cultivaron durante un total de 48 horas después del tratamiento con el conjugado polimero
y ASO.

Ejemplo 12-3: Andlisis cuantitativo relativo del ARNm del gen de la survivina

El ARN total se extrajo de la linea celular transfectada del ejemplo 12-2 y se sintetiz6 en ADNc, y después se
cuantificaron por comparacion los niveles de ARNm del gen de la survivina por medio de PCR en tiempo real de
acuerdo con el procedimiento descrito en la publicacion de la patente coreana abierta a inspeccién publica N° 2009-
0042297.

La inhibicion de la expresion de ARNm del gen de la survivina se comparé entre el ASO que no tenia ningun polimero
conjugado con él y el conjugado de polimero y ASO en un estado en que no contenia reactivo de transfeccion. Como
resultado, se pudo observar que el polimero y ASO inhibieron la expresion del gen diana a una concentracion
relativamente baja en comparacion con el ASO no conjugado en un estado que no contenia reactivo de transfeccion.

Por lo tanto, se puede ver que los conjugados de polimero y ASO sintetizados en la presente invenciéon o las
nanoparticulas compuestas de los conjugados de polimero y ASO se administran a células, incluso en un estado en
que no contienen ningun reactivo de transfeccion de modo que el ASO inhibe la expresion del gen diana.
Aplicabilidad industrial

Tal como se ha descrito anteriormente, la novedosa estructura de oligonucleétidos de acuerdo con la presente

invencion y una composicion farmacéutica que la comprende pueden usarse para el tratamiento del cancer y de las
enfermedades infecciosas de una manera muy eficiente y util.
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REIVINDICACIONES

Una estructura terapéutica de farmaco-polimero que tiene una estructura de la siguiente férmula (1) y que
comprende un ligando unido a ella:

Férmula 1 L-A-X-R-y-B

en donde A es un material hidrofilo; B es un material hidréfobo; X e y son cada uno un enlace covalente
simple o un enlace covalente mediado por enlazador, independientemente el uno del otro; R es un oligo ARN
de doble hélice; y L es un ligando especifico del receptor que tiene la propiedad de mejorar la internalizacion
de la célula diana por endocitosis mediada por el receptor (RME), unida covalentemente al extremo del
material hidrofilo, estando dicho ligando seleccionado entre folato, N-acetilgalactosamina (NAG) y manosa.

La estructura terapéuticoa de farmaco-polimero de la reivindicacion 1, en donde el oligo ARN de doble hélice
comprende la modificacion que comprende la sustitucion de un grupo -OH en la posicion de carbono 2' del
resto de azlcar de uno o mas nucleétidos con -CHs (metilo), -OCHs, -NH>, -F (fluor), -O-2-metoxietilo, -O-
propilo, -O-2-metiltioetilo, -O-3-aminopropilo, -O-3-dimetilaminopropilo, -O-N-metilacetamido o -O-
dimetilamidoxietilo; la sustitucion de oxigeno en el resto azicar del nucledtido por azufre; la modificacion del
enlace entre los nucleétidos en uno o en una combinacion de dos o mas seleccionados del grupo que consiste
en un enlace fosforotioato, boranofosfato y metilfosfonato, o se modifica en forma de PNA (acido nucleico
peptidico) o LNA (acido nucleico bloqueado).

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacién 1, en donde el material hidroéfobo tiene un
peso molecular de 250-1.000.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacién 3, en la que el material hidréfobo se
selecciona del grupo que consiste en un derivado esteroide, un derivado glicérido, glicerol éter,
polipropilenglicol, un hidrocarburo C12-Cso insaturado o saturado, diacilfosfatidilcolina, acido graso, fosfolipido
y lipopolamina.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacion 4, en donde el derivado esteroide se
selecciona del grupo que consiste en colesterol, colestanol, acido cdlico, formato de colesterol, formato de
colestanilo y colestanilo amina.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacion 4, en donde el derivado de glicérido se
selecciona entre los mono, di y tri-gliceridos.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacién 1, en donde el material hidréfilo tiene un
peso molecular de 200-10.000.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacion 7, en donde el material hidréfilo se
selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol, polivinilpirrolidona y polioxazolina.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicaciéon 1, en donde el enlace covalente es un
enlace no degradable o un enlace degradable.

La estructura terapéutica de farmaco-polimero de la reivindicacion 9, en donde los enlaces no degradables
son un enlace amida o un enlace fosfato o en donde el enlace degradable se selecciona del grupo que
consiste en un enlace disulfuro, un enlace degradable por acido, un enlace éster, un enlace anhidrido, un
enlace biodegradable o un enlace degradable enzimaticamente.

Un procedimiento para preparar una estructura de oligo ARN de doble hélice conjugada con ligando,
comprendiendo el procedimiento los pasos de:

(1) sintetizar un ARN monocatenario sobre un soporte solido que tenga unido a él un material hidrofilo de
grupo funcional;

(2) unir covalentemente un material hidréfobo al extremo 5’ del ARN monocatenario, que tenga unido a él el
material hidréfilo de grupo funcional en;

(4) separar del soporte solido la estructura de grupo funcional-ARN-polimero y un ARN monocatenario
complementario sintetizado por separado;

(5) unir covalentemente un ligando al extremo del material hidrofilo por medio del grupo funcional; y

(6) hibridar la estructura de polimero-ARN unido al ligando con el ARN monocatenario complementario para
formar una estructura de ARN de doble cadena, en donde el ligando se selecciona entre anticuerpos
especificos de la diana, aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos del receptor, que se unen
especificamente a una diana y realizan endocitosis mediada por el receptor (RME).
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Un procedimiento para preparar una estructura de oligo ARN de doble hélice, comprendiendo el
procedimiento los pasos de:

(1) sintetizar un ARN monocatenario sobre un soporte sélido;

(2) unir covalentemente un material hidrofilo al extremo 5’ del ARN monocatenario;

(3) unir covalentemente un ligando al extremo del material hidréfilo unido al ARN monocatenario;

(4) separar del soporte solido la estructura de polimero hidréfilo-ARN unida a ligando y una estructura de
polimero hidréfobo-ARN complementario sintetizada por separado; y

(5) hibridar la estructura de polimero hidréfilo-ARN unida a ligando con la estructura de polimero hidréfobo-
ARN complementario para formar una estructura de doble cadena,

en donde el procedimiento de preparacion comprende, entre los pasos (1) y (4), un paso de sintetizar un ARN
monocatenario complementario al ARN monocatenario del paso (1), y después unir covalentemente un
material hidréfobo al ARN monocatenario sintetizado para sintetizar una estructura de polimero hidréfobo-
ARN monocatenario, en donde el ligando se selecciona entre anticuerpos especificos de la diana, aptameros,
péptidos y materiales quimicos especificos del receptor, que especificamente se unen a una diana y realizan
endocitosis mediada por el receptor (RME).

Un procedimiento para preparar una estructura de oligo ARN de doble hélice unida a ligando, comprendiendo
el procedimiento los pasos de:

(1) sintetizar un ARN monocatenario sobre un soporte sdélido que tenga un grupo funcional unido a él;

(2) unir covalentemente un material hidréfilo al material obtenido en el paso (1);

(3) unir covalentemente un ligando al material obtenido en el paso (2), en donde el ligando se une al extremo
del material hidrofilo;

(4) separar del soporte soélido el material obtenido en el paso (3);

(5) unir covalentemente un material hidréfobo al material resultante del paso (4) por medio del grupo funcional
unido al extremo 3’; y.

(6) hibridar el material resultante del paso (5) con un ARN monocatenario complementario para formar una
estructura de ARN de doble cadena, en donde el ligando se selecciona entre anticuerpos especificos de la
diana, aptameros, péptidos y materiales quimicos especificos del receptor, que se unen especificamente a
una diana y realizan endocitosis mediada por el receptor (RME).

Una nanoparticula que comprende la estructura de farmaco terapéutico-polimero de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10.

Una composicion farmacéutica que comprende la estructura de farmaco terapéutico-polimero de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 10 o la nanoparticula de la reivindicacion 14.
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Fig.1
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Fig 2 A, B
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Fig 4
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Fig 9
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Fig.11
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Fig.12

/

w% ~<
DWMFEG%Q“F'? N+ oMT-0—~"N

D
i 5 s
DMT=PEG-0-P-0—" " " “NH-§)

£

i S

.

0

40



ES 2899043 T3

Fig 13
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Fig.15
Diam. (nm) % Intensidad Ancho (nm)
Media Z /d.nm): 210:1 Pico 1: 152,6 100,0 86,29
Pd: 0,392 Pico 2: 0,000 0,0 0,000
Intercep.: 0,979 Pico 3: 0,000 0,0 0,000

Resultado de calidad: consultese el informe de calidad

Distribucién de tamafios por intensidad

Intensidad (%)

Tamafio (d, nm)

| ‘Registro 1129;folato-SAMi(sur584)_5 ug/ml 5

B I

Intensidad relativa

Concentracion (ug/ml)
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Nivel relativo de mARN diana (%)
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Fig.16
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Fig.17
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Fig 19
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Intensidad relativa

Media Z /d.nm): 168,5
Pd: 0,387
Intercep.: 0,906

ES 2899043 T3

Fig.20
Diam. (nm) % Intensidad Ancho (nm)
Picol:  169,6 100,0 43,14
Pico 2: 0,000 0,0 0,000
Pico 3: 0,000 0,0 0,000

Resultado de calidad: consultese el informe de calidad

Distribucién de tamafios por intensidad

Intensidad /%)
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Nivel relativo de ARN de survivina
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