ES 2908 978 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 908 978
GDint. Ci.;

C12N 15/113
C12N 15/87
AB1K 47/64

(2010.01)
(2006.01)

(2007.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea: 29.08.2011
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 23.02.2022

E 18182352 (7)
EP 3406730

Tl’tulo: Nuevas entidades quimicas simples y métodos para la administracion de oligonucle6tidos

Prioridad:

31.08.2010 US 37860910 P

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
04.05.2022

@ Titular/es:

SIRNA THERAPEUTICS, INC. (100.0%)
300 Third Street
Cambridge MA 02142, US

@ Inventor/es:

COLLETTI, STEVEN L.;
GOSSELIN, FRANCIS;
JADHAV, VASANT R;
SHAW, ANTHONY W.;
TELLERS, DAVID M.;
TUCKER, THOMAS J.;
YUAN, YUy

ZEWGE, DANIEL

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2908978 T3

DESCRIPCION
Nuevas entidades quimicas simples y métodos para la administracién de oligonucle6tidos

La presente invencion se refiere a composiciones modulares que comprenden un siRNA y uno o mas péptidos que
estan unidos al siRNA a través de uno o mas conectores.

Los esfuerzos cientificos centrados en la administracion sistémica de oligonucleétidos con fines terapéuticos son
continuos. Tres enfoques destacados para la administracion de oligonucleétidos incluyen 1) encapsulacién en
nanoparticulas lipidicas (LNP), 2) conjugacién con polimeros y 3) conjugacion quimica simple. La conjugacion quimica
simple normalmente emplea un ligando direccionador o un lipido o un grupo solubilizante o un péptido endosomolitico o
un péptido de penetracion celular y/o una combinacion de dos o los cuatro unidos a un oligonucleétido. Los conectores
pueden estar presentes en el conjugado asi como en otras funcionalidades. Se conocen conjugados quimicos simples y
la union del oligonucledtido se produce en el extremo 5' o 3' del oligonucleétido, en ambos extremos, o internamente.
Véase W0O2005/041859; WO2008/036825, WO2009/126933, US2010/0076056 y WO2010/039548.

En este contexto, Gaglione y Messere (Gaglione, M. y Messere, A.; Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 10; 2010;
pags. 578-595) describe siRNA modificados quimicamente con perfiles de aplicacion mejorados. Ademas, WO
2010/039548 A2 describe compuestos y procesos para conjugar ligandos con oligonucleétidos, asi como conjugados
respectivos y usos de los mismos. Es mas, WO 2007/069068 A2 describe conjugados de péptido de penetracion
celular-acido nucleico y usos de los mismos. Mas aun, WO 2008/109105 A2 describe composiciones de RNA
bicatenario conectado, modificado quimicamente, y usos de las mismas. Finalmente, WO 2004/090105 A2 describe
métodos y composiciones para realizar interferencia de RNA, usando siRNA estabilizados.

Una cantidad considerable de evidencia bibliografica respalda la hipétesis de que los principales obstaculos para la
administracion de oligonucleétidos son la captacién celular y el escape endosémico. Para mejorar la eficacia de la
administracion, pueden ser necesarios péptidos promotores de la captacion y/o péptidos endosomoliticos y/o grupos
protectores de carga en una topologia muy condensada. En este sentido, las plataformas multifuncionales y las
modificaciones internas ofrecen oportunidades Unicas para cumplir con este requisito.

La presente invencién se refiere a los siguientes apartados:
1. Una composicion modular que comprende
1) un siRNA;

2) uno o mas conectores, que pueden ser iguales o diferentes, seleccionados de la Tabla 2, donde los conectores
estan unidos a la hebra guia del siRNA en la posicion 2' de los anillos de ribosa excluyendo las posiciones
terminales 3' y/o 5' de la hebra guia, o donde los conectores estan unidos a la hebra retardada del siRNA en la
posicion 2' de los anillos de ribosa excluyendo las posiciones terminales 3' y/o 5' de la hebra retardada; y

3) uno 0 mas péptidos, que pueden ser iguales o diferentes, seleccionados de SEQ ID NO: 28, 29, 33, 36, 40,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 y 59, en donde los péptidos estan unidos a los conectores.

2. La composicion modular segun el apartado 1 que comprende ademas colesterol, en la que el colesterol esta
unido al siRNA en la posicién 2' de los anillos de ribosa o en la posicion 3' del siRNA.

3. La composicion modular segun el apartado 1 que comprende ademas colesterol, en la que el colesterol esta
unido al siRNA en la posicién 2' de los anillos de ribosa y/o en las posiciones terminales 3' y/o 5' del siRNA.

Las figuras muestran:

Fi

g. 1 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C4-1.
Fig. 2 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C4-5.
Fig. 3 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C4-8.
Fig. 4 Niveles de mMRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C4-10.
Fig. 5 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C6-1.
Fig. 6 Niveles de mMRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C6-2.
Fig. 7 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C7-1.
Fig. 8 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C8-1.
Fig. 9 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C10-7.
Fig. 10 Niveles de mRNA de SSB en células Hela tratadas con el compuesto C10-8.
Fig. 11 Niveles de mRNA de SSB en retina de rata.
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Para ilustrar la invencion a través de representaciones graficas, aqui se muestra una composicion modular que
comprende un oligonucledtido ([O1][O2][Og]......[On]), uno o mas conectores (L), uno o mas péptidos (P) y uno o mas
lipidos opcionales (X), uno o mas ligandos direccionadores (X) y/o uno o mas grupos solubilizantes (X).

En una realizacién, la composicién modular puede tener la formula:
P-L-[O1][O2][Og]......[On] -L-P.

En otra realizacion, la composicién modular puede tener la férmula:
P-L-[O1][O2][Og]......[On] -X.

Ejemplos de composiciones modulares son:

Hebra retardada

5 * 3

p—— L——[O4][O2][O3][O4].......[On] L——P
[Ogl......[041[03][02][O4]
3 * 5'
Hebra guia
Hebra retardada
5 Y .
P L———[O4][O2][O3][C4].......[On] L P
p——— L——[O4n].....[04][03][O2][O4]
3 * 5
Hebra guia
Hebra retardada
5 + 3
P L [O1][O2){O3][O4].......[On)
P L [On]......[041[O3][02][O1]
3 * s
Hebra guia
Hebra retardada
5 ' 3
[O4][O21[O3][O4].......[On] L P
pP—1L [Oq]-.--[04][03][O2][O1]

3 * )

Hebra guia



10

15

20

25

ES 2908978 T3

Otra representacion de una composicion modular es:

Hebra retardada

,} (O3]
B Base * i
) ’ /P
P L [O4)[O2]— o N
o, ° —[04)[Os].......[Op}— L——P
& “oH
p— L (70 [04][03][02][04]
3 s
Hebra guia

Estos ejemplos son orientativos. Un experto en la técnica reconocera que existe una variedad de permutaciones para
colocar los componentes deseados en la hebra guia y la hebra retardada.

Se puede unir al oligonucledtido cualquier nimero de conectores y, por lo tanto, cualquier nimero de péptidos. Un
intervalo preferido de nimero de conectores es de 1 a 8. Un intervalo mas preferido de nimero de conectores es de
1 a 4. Un intervalo preferido de nimero de péptidos es de 1 a 8. Un intervalo mas preferido de nimero de péptidos es
de1aéd.

Las dos hebras contienen n y n' nucleétidos respectivamente. Los nimeros n y n' pueden ser iguales o diferentes. Los
nameros son numeros enteros que van del 8 al 50. Preferiblemente, los nimeros son nimeros enteros que van del 12
al 28. Mas preferiblemente, los nimeros son nimeros enteros que van del 19 al 21.

Como ejemplo, cada nucleétido [On] o [On], que contiene un conector (L-P y/o L-X) tiene estructuras genéricas que se
muestran en la siguiente representacién grafica:

‘ Base. ' Base.
. P | L X
| P v P v
—t—— 0" AN —_— 9 A

} \./ 0 5 \\/ D

\ \ |

3 N s

| o p—— 0,
? 4 “OH ! £’ "OH :

Para cada nucleétido, 1) E = oxigeno (O) o azufre (S); 2) Base = A, U, G o C, que puede estar modificada o no
modificada; 3) D es el punto de conexién entre el anillo de ribosa y el conector L, D = oxigeno (O), azufre (S, S(O) o
S(0)z2), nitrégeno (N-R, donde R = H, alquilo, L-P o L-X), carbono (CH-R, donde R = H, alquilo, L-P o L-X), o fésforo
(P(O)R o P(O)(OR), donde R = alquilo, L-P o L-X). Preferiblemente, D = oxigeno (O).

Los dos nucledtidos [On-1] y [On] 0 [On-1] y [On] estan conectados a través de enlaces fosfodiéster o tio-fosfodiéster.

Cuando el oligonucleétido es un oligonucleétido bicatenario, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo
solubilizante pueden ubicarse en la misma hebra o en hebras diferentes.

En algunas realizaciones, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo solubilizante estan en la misma hebra.

En algunas realizaciones, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo solubilizante estan en la hebra
retardada.

En algunas realizaciones, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo solubilizante estan en la hebra guia.

En algunas realizaciones, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo solubilizante estan ubicados en
hebras diferentes.

En algunas realizaciones, el "P-L" esta en la hebra retardada mientras que el lipido, el ligando direccionador y/o el
grupo solubilizante estan en la hebra guia.
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En algunas realizaciones, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo solubilizante estan en hebras
diferentes pero en el mismo extremo terminal del oligonucleétido bicatenario.

En algunas realizaciones, el "P-L" y el lipido, el ligando direccionador y/o el grupo solubilizante estan en hebras
diferentes y en los extremos terminales opuestos del oligonucleétido bicatenario.

En algunas realizaciones, se puede usar un "P-L" adicional de naturaleza idéntica o diferente en lugar del lipido, el
ligando direccionador y/o el grupo solubilizante indicado en las realizaciones anteriores.

En algunas realizaciones, el "P-L" se puede ubicar en multiples extremos terminales de la hebra retardada o de la
hebra guia y el lipido, el ligando de direccionamiento y/o el grupo solubilizante se pueden ubicar en los extremos
terminales restantes de las hebras retardada y guia.

En algunas realizaciones, un "P-L" y dos o mas lipidos, ligandos direccionadores y/o grupos solubilizantes estan
presentes en el oligonucleotido.

En algunas realizaciones, dos o mas "P-L" y dos o mas lipidos, ligandos direccionadores y/o grupos solubilizantes
estan presentes en el oligonucleodtido.

En algunas realizaciones, cuando el oligonucleétido es un oligonucleoétido bicatenario y estan presentes una pluralidad
de componentes "P-L" y/o lipidos, ligandos direccionadores y/o grupos solubilizantes, tal pluralidad de componentes
"P-L" y/o lipidos, ligandos direccionadores y/o grupos solubilizantes pueden estar todos presentes en una hebra o en
ambas hebras del oligonucleétido bicatenario.

Cuando estan presentes una pluralidad de componentes "P-L" y/o lipidos, ligandos direccionadores y/o grupos
solubilizantes, todos pueden ser iguales o diferentes.

En algunas realizaciones, los "P-L" estan solo en los nucleétidos internos (es decir, excluyendo los extremos 3'y 5'
terminales del oligonucleoétido).

En el presente documento se describe un método para administrar un oligonucleétido a una célula. El método incluye
(a) proporcionar u obtener una composicidon modular de la invencion; (b) poner en contacto una célula con la
composicién modular; y (c) permitir que la célula incorpore la composicion modular.

El método se puede realizar in vitro, ex vivo o in vivo, por ejemplo, para tratar a un sujeto identificado como necesitado
de un oligonucledtido, por ejemplo, un ser humano, que necesita tener la expresién de uno o mas genes, por ejemplo,
un gen relacionado con un trastorno, regulada a la baja o silenciada.

En un aspecto, aqui se describe un método para inhibir la expresion de uno o mas genes. El método comprende poner
en contacto una o mas células con una cantidad eficaz de un oligonucleétido, en el que la cantidad eficaz es una
cantidad que suprime la expresion del uno o mas genes. El método se puede realizar in vitro, ex vivo o in vivo.

Los métodos y composiciones descritos en este documento, por ejemplo, la composicién modular descrita en este
documento, se pueden usar con cualesquier oligonucleétidos conocidos en la técnica. Ademas, los métodos y
composiciones descritos en el presente documento se pueden usar para el tratamiento de cualquier enfermedad o
trastorno conocido en la técnica y para el tratamiento de cualquier sujeto, por ejemplo, cualquier animal, cualquier
mamifero, como un ser humano. Un experto normal en la técnica también reconocerd que los métodos vy
composiciones descritos en el presente documento pueden usarse para el tratamiento de cualquier enfermedad que
se beneficiaria de la regulacién a la baja o silenciamiento de uno o méas genes.

Los métodos y composiciones descritos en el presente documento, por ejemplo, la composicién modular descrita en
el presente documento, se pueden usar con cualquier dosificacion y/o formulacion descrita en el presente documento,
o cualquier dosificacién o formulacioén conocida en la técnica. Ademas de las vias de administracion descritas en el
presente documento, un experto en la técnica también apreciara que se pueden usar otras vias de administracion para
administrar la composicion modular de la invencion.

Oligonucleétido

Un "oligonucle6tido", como se usa en el presente documento, es un RNA, PNA o DNA policatenario, bicatenario o
monocatenario, no modificado o modificado. Los ejemplos de RNA modificados incluyen aquellos que tienen mayor
resistencia a la degradacion por nucleasas que los RNA no modificados. Otros ejemplos incluyen aquellos que tienen
una modificacién de azucar en 2', una modificacién de base, una modificacién en un saliente monocatenario, por
ejemplo, un saliente monocatenario en 3' o, particularmente si es monocatenario, una modificacion en 5' que incluye
uno o mas fosfatos. grupos o uno o mas andalogos de un grupo fosfato. Se pueden encontrar ejemplos y una descripcion
adicional de los oligonucleétidos en WO2009/126933.

En una realizacion, un oligonucleétido es un miRNA o siRNA antisentido. El oligonucleétido preferido es un siRNA.
Otro oligonucleétido preferido es la hebra retardada de un siRNA. Otro oligonucleétido preferido es la hebra guia de
un siRNA. siRNA
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siRNA dirige el silenciamiento especifico de secuencia de mRNA a través de un proceso conocido como interferencia
por RNA (RNAI). El proceso ocurre en una amplia variedad de organismos, incluidos los mamiferos y otros vertebrados.
Se conocen métodos para preparar y administrar siRNA y su uso para inactivar especificamente la funcién génica.
siRNA incluye siRNA modificado y no modificado. Se pueden encontrar ejemplos y una descripcion adicional de siRNA
en WO2009/126933.

Se conocen varios ejemplos de rutas de administracion que pueden usarse para administrar siRNA a un sujeto.
Ademas, el siRNA se puede formular de acuerdo con cualquier ejemplo de método conocido en la técnica. Se pueden
encontrar ejemplos y una descripcion adicional de la formulaciéon y administracion de siRNA en W0O2009/126933.

Péptidos

Para los farmacos macromoleculares y las moléculas de farmacos hidrofilicos, que no pueden cruzar facilimente las
membranas de la bicapa, se cree que el atrapamiento en los compartimentos endosémicos/lisosémicos de la célula
es el mayor obstaculo para la entrega eficaz en su sitio de accién. Sin desear limitarse a ninguna teoria, se cree que
el uso de péptidos facilitara el escape de oligonucleétidos de estos compartimentos endosémicos/lisosémicos o la
traslocacion de oligonucleétidos a través de una membrana celular y su liberacién en el compartimento citosélico. En
ciertas realizaciones, los péptidos pueden ser péptidos policatiénicos, anfifilicos o polianidnicos o peptidomiméticos
que muestran actividad de membrana y/o fusogenicidad dependiente del pH. Un peptidomimético puede ser una
pequeria cadena similar a una proteina disefiada para mimetizar un péptido.

En algunas realizaciones, el péptido es un agente de penetracion celular, preferiblemente un agente de penetracion
celular helicoidal. Estos péptidos se denominan comunmente péptidos de penetracion celular. Véase, por ejemplo,
"Handbook of Cell Penetrating Peptides" Ed. Langel, U.; 2007, CRC Press, Boca Raton, Florida. Preferiblemente, el
componente es anfipatico. El agente helicoidal es preferiblemente un agente alfa-helicoidal, que preferiblemente tiene
una fase lipofila y otra lip6foba. Un agente de penetracion celular puede ser, por ejemplo, un péptido de penetracion
celular, un péptido catidnico, un péptido anfipatico o un péptido hidrofébico, p.ej. que consiste principalmente en Tyr,
Trp y Phe, un péptido dendrimero, un péptido restringido o un péptido reticulado. Los ejemplos de péptidos de
penetracion celular incluyen Tat, Penetratin y MPG. Para la presente invencion, se cree que los péptidos que penetran
en las células pueden ser un péptido de "entrega”, que puede transportar moléculas polares grandes que incluyen
péptidos, oligonucledtidos y proteinas a través de las membranas celulares. Los péptidos de penetracion celular
pueden ser lineales o ciclicos, e incluyen D-aminoacidos, secuencias "retro-inversas", enlaces no peptidicos o
pseudopeptidicos, miméticos de peptidilo. Ademas, los péptidos y los miméticos de péptidos pueden estar
modificados, p.ej. glicosilados, pegilados o metilados. Se pueden encontrar ejemplos y una descripcion mas detallada
de los péptidos en W0O2009/126933.

Los péptidos pueden conjugarse en cualquiera de los extremos o en ambos extremos mediante la adicion de una
cisteina u otro resto que contiene tiol al extremo C- o N-terminal. Cuando no estan funcionalizados en el extremo N-
terminal, los péptidos pueden rematarse con un grupo acetilo o pueden rematarse con un lipido, un PEG o un resto
direccionador. Cuando el extremo C-terminal de los péptidos no esta conjugado o funcionalizado, se puede rematar
como una amida o se puede rematar con un lipido, un PEG o un resto direccionador.

Los péptidos descritos en este documento son:

HFHHFFHHFFHFFHHFFHHF (SEQ ID NO: 1);
WHHWWWHWWHHWWHHW (SEQ ID NO: 2);
HWHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 3);
HLHHWLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 4);
HLHHLWHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 5);
HLHHLLHHLWHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 6);
HLHHLLHHLLHWLHHLLHHL (SEQ ID NO: 7);
HLHHLLHHLLHLLHHWLHHL (SEQ ID NO: 8);
HLHHLLHHLLHLLHHLWHHL (SEQ ID NO: 9);
HPHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 1
HLHHPLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 1
HLHHLPHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 1
HLHHLLHHLPHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 1
HLHHLLHHLLHLLHHLPHHL (SEQ ID NO: 14);
HLHHLLHHLLHLLHHLLHHP (SEQ ID NO: 15);
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ELEELLEELLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 16);
ELHHLLHELLHLLHELLHHL (SEQ ID NO: 17);
GLWRALWRLLRSLWRLLWRAC (SEQ ID NO: 18);
GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 19);
HLHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 20);
HWHHWWHHWWWHWWHHWWHHW (SEQ ID NO: 21);
HLHHLLHHWLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 22);
HLHHLLHHLLHLWHHLLHHL (SEQ ID NO: 23);
HLHHLLHHLLHLLHHLLHHW (SEQ ID NO: 24);
HHHHHHHHHHLLLLLLLLLLLL (SEQ ID NO: 25);
HHHHHHHLLLLLLL (SEQ ID NO: 26);
LTTLLTLLTTLLTTL (SEQ ID NO: 27);
KLLKLLKLWLKLLKLLLKLL (SEQ ID NO: 28);
LHLLHHLLHHLHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 29);
FLGGIISFFKRLF (SEQ ID NO: 30);

FIGGIISFIKKLF (SEQ ID NO: 31);

FIGGIISLIKKLF (SEQ ID NO: 32);
HLLHLLLHLWLHLLHLLLHLL (SEQ ID NO: 33);
GIGGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ (SEQ ID NO: 34);
RQIKIWFQNRRMKWKKGG (SEQ ID NO: 35);
RKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 36);
GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKY (SEQ ID NO: 37);

GGGARKKAAKAARKKAAKAARKKAAKAARKKAAKAAK (SEQ ID NO: 38); GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL

(SEQ ID NO: 39);
RRRRRRRRR (SEQ ID NO: 40);

WEAKLAKALAKALAKHILAKALAKALKACEA (SEQ ID NO: 41); WEAALAEALAEALAEHLAEALAEAEALEALAA

(SEQ ID NO: 42);
D(NHC12H25)NleKNIeKNIeHNIeKNIeHNIe (SEQ 1D NO: 43);
KLLKLLLKLWLKLLKLLLKLL (SEQ ID NO: 44);
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGWYG (SEQ ID NO: 45);
GLFHAIAAHFIHGGWHGLIHGWYG (SEQ ID NO: 46);
GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGWYG (SEQ ID NO: 47);
GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYG (SEQ ID NO: 48);
GLFKAIAKFIKGGWKGLIKGWYG (SEQ ID NO: 49);
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 50);
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGWYGRQIKIWFQNRRMKWKKGG (SEQ ID NO: 51);
GLFHAIAAHFIHGGWHGLIHGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 52);
GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 53);
GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 54);
GLFKAIAKFIKGGWKGLIKGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 55);
GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSALSSSGEQE (SEQ ID NO: 56);

LHLLHHLLHHLHHLLHHLLHLLHHLLHHLGGGRKKRRQRRRRPPQ (SEQ ID NO: 57);
RKKRRQRRRPPQGGGLHLLHHLLHHLHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 58); y

7
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LIRLWSHIHIWFQWRRLKWKKK (SEQ ID NO: 59);

donde los péptidos se conjugan opcionalmente en cualquiera de los extremos mediante la adiciéon de una cisteina u
otro resto que contiene tiol al extremo C- o N-terminal; o cuando no estan funcionalizados en el extremo N-terminal,
los péptidos opcionalmente se rematan con un grupo acetilo, lipido, peg o un resto direccionador; o cuando no estan
funcionalizados en el extremo C-terminal, los péptidos opcionalmente se rematan con una amida, lipido, peg o un resto
direccionador.

Los péptidos (P) preferidos son:

GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 19);
KLLKLLLKLWLKLLKLLLKLL (SEQ ID NO: 28);
LHLLHHLLHHLHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 29);
HLLHLLLHLWLHLLHLLLHLL (SEQ ID NO: 33);

RKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO: 36);

RQIKIWFQNRRMKWKKGG (SEQ ID NO: 40);
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 50);
GLFEAIAGFIENGWEGMIDGWYGRQIKIWFQNRRMKWKKGG (SEQ ID NO: 51);
GLFHAIAAHFIHGGWHGLIHGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 52);
GLFEAIAEFIEGGWEGLIEGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 53);
GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 54);
GLFKAIAKFIKGGWKGLIKGWYGYGRKKRRQRR (SEQ ID NO: 55);
GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSALSSSGEQE (SEQ ID NO: 56);
LHLLHHLLHHLHHLLHHLLHLLHHLLHHLGGGRKKRRQRRRRPPQ (SEQ ID NO: 57);
RKKRRQRRRPPQGGGLHLLHHLLHHLHHLLHHLLHLLHHLLHHL (SEQ ID NO: 58); y
LIRLWSHIHIWFQWRRLKWKKK (SEQ ID NO: 59);

donde los péptidos se conjugan opcionalmente en cualquiera de los extremos mediante la adiciéon de una cisteina u
otro resto que contiene tiol al extremo C- o N-terminal; o cuando no estan funcionalizados en el extremo N-terminal,
los péptidos opcionalmente se rematan con un grupo acetilo, lipido, peg o un resto direccionador; o cuando no estan
funcionalizados en el extremo C-terminal, los péptidos opcionalmente se rematan con una amida, lipido, peg o un resto
direccionador.

Conectores

Los enlaces covalentes entre el péptido y el oligonucleétido de la composicion modular descrita en el presente
documento estan mediados por un conector. Este conector puede ser escindible o no escindible, segun la aplicacion.
En ciertas realizaciones, se puede usar un conector escindible para liberar el oligonucleé6tido después del transporte
desde el endosoma al citoplasma. La naturaleza prevista de la interaccion por conjugacion o acoplamiento, o el efecto
biolégico deseado, determinara la eleccion del grupo conector. Los grupos conectores pueden combinarse o
ramificarse para proporcionar arquitecturas mas complejas. Se pueden encontrar ejemplos y una descripcién adicional
de los conectores en WO2009/126933.
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Los conectores descritos en este documento se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1
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Los conectores preferidos se muestran en la Tabla 2:
Tabla 2
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o o ylo peptido(s). @

n=0a750

Los conectores comerciales estan disponibles a partir de varios proveedores tales como Pierce o Quanta Biodesign
que incluyen combinaciones de dichos conectores. Los conectores también se pueden combinar para producir
arquitecturas ramificadas mas complejas que acomodan de 1 a 8 péptidos, como se ilustra en uno de estos ejemplos
a continuacion:
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Ligandos direccionadores

Las composiciones modulares descritas en el presente documento pueden comprender un ligando direccionador. En
algunas realizaciones, este ligando direccionador puede dirigir la composicion modular a una célula particular. Por
ejemplo, el ligando direccionador puede unirse de forma especifica 0 no especifica con una molécula en la superficie
de una célula objetivo. El resto direccionador puede ser una molécula con una afinidad especifica por una célula
objetivo. Los restos direccionadores pueden incluir anticuerpos dirigidos contra una proteina que se encuentra en la
superficie de una célula diana, o el ligando o una porcién de unién al receptor de un ligando para una molécula que
se encuentra en la superficie de una célula diana. Se pueden encontrar ejemplos y una descripcion adicional de
ligandos direccionadores en WO2009/126933.

Los ligandos direccionadores se seleccionan del grupo que consiste en un anticuerpo, una porcién de union a ligando
de un receptor, un ligando para un receptor, un aptamero, D-galactosa, N-acetil-D-galactosa (GalNAc), N-acitil-D-
galactosa multivalente, D-manosa, colesterol, un acido graso, una lipoproteina, folato, tirotropina, melanotropina,
proteina surfactante A, mucina, carbohidrato, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina, N-
acetil-glucosamina, manosa multivalente, fructosa multivalente, poliaminoéacidos glicosilados, transferina, bisfosfonato,
poliglutamato, poliaspartato, una fraccion lipéfila que mejora la union a proteinas plasmaticas, un esteroide, acido
biliar, vitamina B12, biotina, un péptido RGD, un mimético del péptido RGD, ibuprofeno, naproxeno, aspirina, folato y
analogos y derivados de los mismos.

Los ligandos direccionadores preferidos se seleccionan del grupo que consiste en un péptido RGD, un mimético del
péptido RGD, D-galactosa, N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), GalNAcz2y GalNAcs, colesterol, folato, y analogos y
derivados de los mismos.

Lipidos

Los restos lipéfilos, como el colesterol o los acidos grasos, cuando se unen a moléculas altamente hidréfilas, como los
acidos nucleicos, pueden mejorar sustancialmente la unién a proteinas plasmaticas y, en consecuencia, la semivida
en circulacion. Ademas, los grupos lipofilicos pueden aumentar la captacién celular. Por ejemplo, los lipidos pueden
unirse a ciertas proteinas plasmaticas, como las lipoproteinas, que, en consecuencia, se ha demostrado que aumentan
la captacién en tejidos especificos que expresan los receptores de lipoproteinas correspondientes (p. €j., el receptor
de LDL o el receptor eliminador SR-B1). Los conjugados lipofilicos también se pueden considerar como un enfoque
de administracion dirigida y su trafico intracelular podria mejorarse potencialmente mediante la combinacién con
agentes endosomoliticos.
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Ejemplos de restos lipofilicos que mejoran la unién a proteinas plasmaticas incluyen, entre otros, esteroles, colesterol,
acidos grasos, &cido célico, &cido litocolico, dialquilglicéridos, diacilglicérido, fosfolipidos, esfingolipidos, éacido
adamantano acético, acido 1-pirenobutirico, dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo,
hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-
(oleail)litocdlico, acido O3-(oleoil)colénico, dimetoxitritilo, fenoxazina, aspirina, naproxeno, ibuprofeno, vitamina E y
biotina, etc. Se pueden encontrar ejemplos y una descripcién adicional de los lipidos en WO2009/126933.

Ejemplos de lipidos incluyen:

N OH
j s
w | R, / o
o R -
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s s ;\wf P S F ~/ Ry =H, OH
et SOL
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,/f\%%«; ‘\me,f’"mf’%)k OH A “\.}'ﬁ”‘w”‘ R N N N N OH

Cis, Trans

I
X I e L Ahahe
S A n

El lipido preferido es el colesterol.

HO. -

Agentes Solubilizantes

La composicion modular puede comprender uno o mas restos/ligandos que pueden mejorar la solubilidad acuosa, la
semivida en circulacion y/o la captacién celular. Estos pueden incluir sustancias naturales, como una proteina (p. €;j.,
albumina sérica humana (HSA), lipoproteina de baja densidad (LDL), lipoproteina de alta densidad (HDL) o globulina);
o un carbohidrato (por ejemplo, un dextrano, pululano, quitina, quitosano, inulina, ciclodextrina o acido hialurénico).
Estos restos también pueden ser una molécula recombinante o sintética, como un polimero sintético o poliaminoacidos
sintéticos. Los ejemplos incluyen polilisina (PLL), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-glutamico), copolimero de
estireno-anhidrido de &acido maleico, copolimero de poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero de divinil éter-anhidrido
maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG, por ejemplo, PEG-0.5K, PEG-
2K, PEG-5K, PEG-10K, PEG-12K, PEG-15K, PEG-20K, PEG-40K), metil-PEG (mPEG), [nPEG]2, poli(alcohol vinilico)
(PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida, o polifosfazina. Se pueden encontrar
ejemplos y una descripcion adicional de los agentes solubilizantes en W0O2009/126933.

El grupo solubilizante preferido es PEG de 0,5K a 30K.
Método de tratamiento

En el presente documento se describe un método para tratar a un sujeto en riesgo o afectado por una enfermedad
que puede beneficiarse de la administracion de la composicién modular de la invencién. EI método comprende
administrar la composicién modular de la invencion a un sujeto que lo necesita, tratando asi al sujeto. El oligonucleétido
que se administra dependera de la enfermedad que se ha de tratar. Por ejemplo, los conjugados de la presente
invencion son Utiles para el tratamiento del cancer. Véase WO2009/126933 para obtener detalles adicionales sobre
los métodos de tratamiento para indicaciones especificas.

Formulacion

Existen numerosos métodos para preparar conjugados de compuestos de oligonucleoétidos. Los expertos en la materia
estaran familiarizados con esas técnicas. Una referencia Otil para tales reacciones es Bioconjugate Techniques,
Hermanson, G.T., Academic Press, San Diego, CA, 1996. Otras referencias incluyen WO02005/041859;
W02008/036825 y WO2009/126933.

Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como una
limitacion adicional. Los siRNA descritos en el presente documento se disefiaron para dirigirse al gen SSB expresado

12



10

15

ES 2908978 T3

de forma ubicua (antigeno B del sindrome de Sjogren; NM_009278.4).

La sintesis de oligonucleétidos es bien conocida en la técnica. (Véanse las solicitudes de patentes de EE. UU.: US
2006/0083780, US 2006/0240554, US 2008/0020058, US 2009/0263407 y US 2009/0285881 y solicitudes de
patente PCT: WO 2009/086558, WO2009/127060, WO2009/132131, WO2010/042877, WO2010/054384,
W02010/054401, WO2010/054405 y WQO2010/054406). Los siRNA descritos y utilizados en los Ejemplos se
sintetizaron mediante procedimientos estandar en fase sélida.

Los grupos conectores pueden estar conectados a la(s) hebra(s) de oligonucleétidos en un punto de unién de enlace
(LAP, por sus siglas en inglés) y pueden incluir cualquier resto que contiene carbono, en algunas realizaciones que
tienen al menos un atomo de oxigeno, al menos un atomo de fésforo y/o al menos un atomo de nitrégeno. En algunas
realizaciones, el atomo de fosforo forma parte de un grupo fosfato o fosforotioato terminal en el grupo conector, que
puede servir como punto de conexion para la hebra de oligonucleétidos. En determinadas realizaciones, el atomo de
nitrégeno forma parte de un grupo terminal éter, éster, amino o amido (NHC(O)-) en el grupo conector, que puede
servir como punto de conexién para los conectores de interés, la unidad endosomolitica, el péptido de penetracion
celular, el grupo solubilizante, el lipido, el grupo direccionador o conectores adicionales de interés. Estos grupos de
conectores terminales incluyen, pero no se limitan a, un resto hexilo Cs, hidroxi secundario Cs, tiol C3 o resto tiol Ce.
Un ejemplo de las secuencias de RNA descritas a continuacion es hexilo Cs: [(CHz2)s NH2].

Ejemplo 1
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A una solucion de éster de NHS L-2 (100,0 mg, 0,320 mmol) en 0,5 ml de DCE anhidro se afadié azidoamina L-1
(253,0 mg, 0,480 mmol) en 0,5 ml de DCE anhidro, seguido de la adicion de 1,5 eq. de trietilamina. La solucion
resultante se agitd durante 1 h a temperatura ambiente y la mezcla de reaccién se cargd en una columna de silice,
que se eluyé con MeOH/DCM = 0/100 a 10/90 durante 25 min. La fraccién recolectada de L-3 se sometio a analisis
LC-MS y el resultado indicé que el producto tenia una pureza >95 %.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon azido disulfuros L-4 a L-6 con una pureza por HPLC >95%, L-7 se
preparé a partir de éster de SPDP-PEG-NHS polidisperso.

Ejemplo 2

El oligonucleétido bruto R-1, 15 mg, se trat6 con azido-peg9-SPDP L-3 (25,3 mg, 0,035 mmol) y CuBr-Me2S (0,760
mg, 3,70 pmol) en 3 mL de DMA/Agua=3/1. La mezcla de reaccién resultante se agité durante 48 h a temperatura
ambiente, seguido de la adicién de 2,0 ml de NH4F al 40 %/agua =1/1. La mezcla bifasica se agit6 a 65 °C durante 1
h, luego se purificé con cartuchos C1s para dar un sélido blanco bruto R-2 ~ 5 mg.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon los disulfuros de RNA R-3 - R-11 respectivamente.
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Ejemplo 3

El oligonucleétido bruto R-12, 50 mg, se tratdé con azido-peg9-SPDP L-3 (40,0 mg, 0,055 mmol) y CuBr-Me2S (2,50
mg, 12 pmol) en 4 mL de DMA/Agua=3/1. La mezcla de reaccion resultante se agit6 durante 48 h a temperatura

ambiente, seguido de la adicion de 2,0 ml de NH4F al 40 %/agua=1/1. La mezcla bifasica se agité a 65 °C durante 1
h, luego se purificé con cartuchos C18 para dar un soélido blanco bruto R-13 ~ 15 mg.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon los disulfuros de RNA R-14 - R-18 respectivamente.
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Ejemplo 4

El compuesto R-2 (1,50 mg, 0,211 pmol) en 400 pl de formamida/tampén Tris de pH=6,8 =3/1 se traté con el péptido
SEQID NO: 19 (1,724 mg, 0,423 umol) en 400 pl del mismo tamp6n y la mezcla de reaccién resultante se agité durante
1 h. La reaccion se diluyé mediante la adicion de formamida/tampén Tris de pH=6,8=3/1 hasta un volumen total de 2,5
ml y se purificd mediante cromatografia de intercambio aniénico fuerte en una columna Resource Q (25-75% B en A,
A: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, pH=7,4, B: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, 400 mmol NaClOx4,
pH=7,4). Las fracciones de producto combinadas se diluyeron con agua y se dializaron por centrifugacién 4 veces
frente a agua con una membrana de corte de peso molecular 10.000. El dialito se liofilizé para proporcionar R-19 como
un solido blanco, masa = 11063.

Se mezcld una cantidad equimolar de la hebra guia G1 con el compuesto R-19 para producir el correspondiente duplex
C4-1 bicatenario. La integridad del diplex se comprobé mediante analisis CE y el conjugado se someti6 a evaluaciones
biolégicas.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon los conjugados de disulfuro de RNA C4-2 a C4-14 respectivamente
y se sometieron a evaluaciones biolégicas.
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Ejemplo 5

El péptido SEQ ID NO: 19 (10,0 mg, 2,45 umol) se disolvié en 500 pl de tampon TEAA pH=6,5 y se afiadié gota a gota
al conector L-8 (38,4 mg, 0,074 mmol) en 500 ul de tampon TEAA pH=6,5. La reaccién se agité durante 2 h y se
purificé mediante RP HPLC 10-90 % MeCN/agua durante 20 min. Las fracciones recogidas se liofilizaron para dar un
solido blanco SEQ ID NO: 19-1 que tenia una pureza >95 % mediante analisis LC-MS.

El agente reaccionante R-3 (2,00 mg, 0,282 umol) y TCEP (0,808 mg, 2,82 umol) se disolvieron en 0,5 ml de tampdn
Tris de pH=6,8 y se agitaron durante 2 h. El rastro de LC-MS indicé la escision del enlace disulfuro R-3, luego la mezcla
de reaccion se cargd en una columna de desalinizacion PD-10. Las fracciones recolectadas se liofilizaron para dar un
sdlido blanco R-20 y se usaron para la siguiente reaccion sin purificacion adicional.

El compuesto R-20 (2,00 mg, 0,286 umol) en 300 pl de formamida/tampén Tris de pH=6,8 = 3/1 se trat6 con el péptido
SEQ ID NO: 19-1 (3,95 mg, 0,859 umol) en 300 pl del mismo tampdn y la mezcla de reaccion resultante se agité
durante 1 h. La reaccién se diluyé mediante la adicion de formamida/tampon Tris de pH=6,8 = 3/1 hasta un volumen
total de 2,5 ml y se purific6 mediante cromatografia de intercambio aniénico fuerte en una columna Resource Q (25-
75 % B en A, A: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, pH=7,4, B: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, 400 mmol
NaClO4, pH=7,4). Las fracciones de producto combinadas se diluyeron con agua y se dializaron por centrifugacién 4
veces frente a agua con una membrana de corte de peso molecular 10.000. El dialito se liofiliz para proporcionar R-
21 (0,71 mg, 21,4%, >95 % de pureza) como un s6lido blanco.

Se mezcld una cantidad equimolar de la hebra guia G1 con el compuesto R-21 para producir el correspondiente duplex
C5-1 bicatenario. La integridad del duplex se comprobé mediante analisis CE y el conjugado se someti6 a evaluaciones
biolégicas.
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Ejemplo 6

El compuesto R-13 (3,00 mg, 0,382 umol) en 300 ul de formamida/tampon Tris de pH=6,8 = 3/1 se tratd con el péptido
SEQ ID NO: 19 (4,98 mg, 1,222 umol) en 300 pl del mismo tampon y la mezcla de reaccién resultante se agit6 durante
1 h. La reaccion se diluyé mediante la adicién de formamida/tampén Tris de pH=6,8 = 3/1 hasta un volumen total de
2,5 ml y se purific6 mediante cromatografia de intercambio anidnico fuerte en una columna Resource Q (25-75 % B
en A, A: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, pH=7,4, B: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, 400 mmol NaClOa,
pH=7,4). Las fracciones de producto combinadas se diluyeron con agua y se dializaron por centrifugacién 4 veces
frente a agua con una membrana de corte de peso molecular 10.000. El dialito se liofilizé para proporcionar R-22 (>90 %

de pureza) como un sélido blanco.
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Se mezcld una cantidad equimolar de la hebra guia G1 con el compuesto R-22 para producir el correspondiente duplex
C6-1 bicatenario. La integridad del duplex se comprob6é mediante analisis CE y el conjugado se envio para
evaluaciones biolégicas.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon conjugados de disulfuro de RNA C6-2 a C6-6 y se sometieron a
evaluaciones biolégicas.
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Ejemplo 7

Se disolvieron cistamina (1,13 g, 5,02 mmol) y cloroformiato de colesterol (4,96 g, 11,04 mmol) en 20 ml de DCM,
seguido de la adicién de TEA (3,50 ml, 25,09 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se calentd a temperatura ambiente
y se agitd durante 1 h. Se separé el disolvente y el residuo se purific6 mediante columna de silice (EtOAc/hexanos =
0/100 a 50/50 durante 25 min) para proporcionar L-9 como un sélido blanco (2,44 g, 50%).

L-9 (440 mg, 0,450 mmol) y DTT (174 mg, 1,125 mmol) se disolvieron en THF/agua = 20/1 y se agitaron durante la
noche. Se elimin6 el disolvente y el residuo se purificé mediante columna de silice para proporcionar tiol L-10 (300
mg, 68%) como un soélido blanco.

R-3 (3,00 mg, 0,423 pmol) y L-10 (2,071 mg, 4,23 umol) se disolvieron en THF/tampén Tris pH=6,8 = 10/1 600 pL y
se agit6é durante 3 h. La mezcla de reaccién se purificd por C4 RP HPLC con TEAA como aditivo. Las fracciones
recogidas se dializaron 3 veces frente a una membrana 3k y se liofilizaron para dar un sélido blanco R-23 (0,61 mg,
19 %, >95 % de pureza).

Se mezcld una cantidad equimolar de la hebra guia G1 con el compuesto R-23 para producir el correspondiente duplex
C7-1 bicatenario. La integridad del duplex se comprob6é mediante analisis CE y el conjugado se envio para
evaluaciones bioldgicas.
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Ejemplo 8

Una solucién de R-2 (5,00 mg, 0,705 pmol) en 0,3 ml de tamp6n Tris de pH=8 se enfrié a 0 °C y se tratdé con una
solucién de L-11 (2,76 mg, 4,93 umol) en 0,3 ml de MeCN. La solucién resultante se agitdé a temperatura ambiente
durante 0,5 h. La reaccién bruta se diluy6é con 18 ml de agua y se dializ6é por centrifugacién cuatro veces contra agua
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usando una membrana de dialisis MW 3K. El dialito se liofilizé para proporcionar el producto deseado R-24 como un
polvo amorfo blanco esponjoso, masa medida = 7540.

Una solucion de R-24 (1,0 mg, 0,133 umol) en 400 pL de formamida/tampén Tris de pH=6,8 = 3/1 se traté con una
solucion de SEQ ID NO: 19 (2,164 mg, 0,530 umol) en 400 uL de formamida/tampon Tris de pH=6,8 = 3/1 y la solucién
resultante se agité a temperatura ambiente durante 1,0 h. La reaccion bruta se purifico mediante cromatografia de
intercambio aniénico preparatoria en un aparato Gilson utilizando una columna ResourceQ de 6 ml y un gradiente
lineal de A sobre B al 25-70 % (A = Tris-HCI 20 mM, formamida al 50 %, pH = 7,4; B = Tris-HCI 20 mM, NaClO4 400
mM, formamida al 50%, pH=7,4). El pico del producto se diluyé con agua y se dializé por centrifugacion cuatro veces
frente a agua usando una membrana de dialisis de PM 10K. El dialito se liofilizé6 para proporcionar 0,32 mg del
conjugado R-25 deseado como un polvo amorfo blanco esponjoso.

Se mezclé una cantidad equimolar de la hebra guia G1 con el compuesto R-25 para producir el correspondiente duplex
bicatenario C8-1 . La integridad del duplex se comprobd mediante andlisis CE y el conjugado se sometio a
evaluaciones bioldgicas.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon los conjugados de disulfuro de RNA C8-2 a C8-6 y se sometieron
a evaluaciones bioldgicas.
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3/1. La mezcla de reaccion resultante se agitd durante 48 h a temperatura
36

El oligonucledétido G3 bruto, 50 mg, se traté con azido-peg9-SPDP L-3 (38,6 mg, 0,053 mmol) y CuBr-Me2S (2,74 mg,

0,013 mmol) en 3 mL de DMA/Agua

Ejemplo 9
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65 °C durante 1 h,

ité a

asica se agi

1/1. La mezcla bif

luego se purificé utilizando cartuchos C1g para dar un sélido blanco bruto G4.

ambiente, seguido de la adicion de 2,0 ml de NH4F al 40 %/agua:

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon los disulfuros de RNA G5 y G6 respectivamente.
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Ejemplo 10

El compuesto G4 (3,00 mg, 0,391 umol) en 300 pl de formamida/tampon Tris de pH=6,8 = 3/1 se tratd con el péptido
SEQ ID NO: 19 (3,19 mg, 0,782 umol) en 300 pl del mismo tampon y la mezcla de reaccién resultante se agit6 durante
0,5 h. La reaccion se diluyé mediante la adicién de formamida/tampén Tris de pH=6,8 = 3/1 hasta un volumen total de
2,5 ml y se purific6 mediante cromatografia de intercambio aniénico fuerte en una columna Resource Q (25-75 % B
en A, A: formamida/ H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, pH=7,4, B: formamida/H20=1/1, 20 mmol Tris-HCI, 400 mmol NaClOa,
pH=7,4). Las fracciones de producto combinadas se diluyeron con agua y se dializaron por centrifugacion 4 veces
frente a agua con una membrana de corte de peso molecular de 10.000. El dialito se liofilizé para proporcionar 3,5 mg
de G7 como un soélido blanco, masa = 11640.

Se mezcl6 una cantidad equimolar de la hebra guia G7 con la hebra retardada R-28 para producir el correspondiente
duplex C10-1 de doble hebra. La integridad del duplex se comprobd mediante analisis CE y el conjugado se sometiod
a evaluaciones bioldgicas.

Siguiendo procedimientos analogos, se prepararon los conjugados de disulfuro de RNA C10-2 a C10-8
respectivamente y se sometieron a evaluaciones bioldgicas.
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Ensayos

Protocolo general de ensayo de siRNA

Los siRNA descritos en el presente documento se disefiaron para dirigirse al gen SSB expresado de forma ubicua
(antigeno B del sindrome de Sjogren; NM_009278.4). La secuencia del siRNA utilizada es homdloga en transcritos
humanos, de ratdn y de rata. Para probar la actividad silenciadora de los conjugados de siRNA, se sembraron células
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Hela (linea celular de cancer de cuello uterino humano) en medio (DMEM) complementado con 10 % de suero de
ternera fetal (FCS) y se dejaron en cultivo durante la noche (37 °C, 5 % de COz2). Al dia siguiente, se reemplaz6 el
medio con medio sin suero que contenia los conjugados de siRNA en concentraciones que oscilaban entre 10y 0,0015
UM y se dejé en las células durante un total de 72 horas (37 °C, 5 % CO2). Los niveles de mRNA de SSB se analizaron
usando un ensayo de DNA ramificado segun las instrucciones del proveedor (Panomics Quantigene 1.0 bDNA Kit #
QGO0002) o ensayo Luc. La viabilidad celular se evalué utilizando el ensayo MTS (Promega cat# TB245) y todos los
datos se normalizaron a niveles de células no tratadas.

Las células Hela se trataron con los compuestos indicados durante 72 horas de forma dependiente de la dosis y los
niveles de MRNA de SSB se analizaron mediante ensayo de b-DNA o Luc.

En la Fig. 1, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C4-1
durante 72 horas (37 °C, 5 % COz).

En la Fig. 2, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C4-5
durante 72 horas (37 °C, 5 % de CO).

En la Fig. 3, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C4-8
durante 72 horas (37 °C, 5 % COz).

En la Fig. 4, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C4-10
durante 72 horas (37 °C, 5 % CO2).

En la Fig. 5, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C6-1
durante 72 horas (37 °C, 5 % de CO2).

En la Fig. 6, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C6-2
durante 72 horas (37 °C, 5 % COz).

En la Fig. 7, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C7-1
durante 72 horas (37 °C, 5 % COz).

En la Fig. 8, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C8-1
durante 72 horas (37 °C, 5 % CO2).

En la Fig. 9, se muestran los niveles de mRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C10-7
durante 72 horas (37 °C, 5 % de CO2).

En la Fig. 10, se muestran los niveles de mMRNA de SSB después de tratar las células HelLa con el compuesto C10-8
durante 72 horas (37 °C, 5 % de COz).

Protocolo general de ensayo de siRNA in vivo

Todos los procedimientos que involucraron animales se realizaron de acuerdo con la Declaracion ARVO para el uso
de animales en la investigacion oftalmica y de la visién y fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (IACUC) de Merck Research Laboratories, West Point, PA. Se adquirieron ratas macho Brown
Norway (6-8 semanas) de Charles River Laboratories. Los siRNA se prepararon asépticamente para minimizar el
riesgo de infeccion. Para la dosificacion intravitrea, las ratas se anestesiaron con ketamina/xilazina (40-90/5-10 mg/kg,
IM) y se aplicé hidrocloruro de proparacaina al 1% (1-2 gotas) en el ojo como anestésico tdpico. Para la inyeccion
intravitrea, se us6 un par de férceps limpios para proctosar suavemente y mantener el ojo en su lugar, y se usé una
jeringa de aguja afilada de 30G para inyectar 5 ul de RNAip de prueba o vehiculo de control en el vitreo justo detras
del limbo. El dia del sacrificio, las ratas se sacrificaron con pentobarbital sédico (150-200 mg/kg, IP). Después de la
enucleacion, se disecaron y congelaron el vitreo, la retina y el RPE/coroides.

Se realizaron examenes oculares justo antes de la inyeccidn intravitrea y justo antes de la recoleccion.
En la Figura 11A, se muestran los niveles de mRNA de SSB en retina de rata para los conjugados C4-1, C4-2, C4-3, C4-4.
En la Figura 11B, se muestran los niveles de mRNA de SSB en la retina de rata para los conjugados C6-5.

En la Figura 11C, se muestran los niveles de mRNA de SSB en la retina de rata para los conjugados C10-2 a 2 dosis
diferentes.

Lista de secuencias
<110> Sirna Therapeutics, Inc.

<120> NUEVAS ENTIDADES QUIMICAS SIMPLES Y METODOS PARA LA ADMINISTRACION DE
OLIGONUCLEOTIDOS
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<130> A 8720EU-kI

<150> US 61/378,609
<151> 31/08/2010
160> 59

<170> FastSEQ para Windows version 4.0

<210>1

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 1

His Phe His His Phe Phe His His Phe Phe His Phe Phe His His Phe

1 5 10
Phe His His Phe
20

<210> 2

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 2

15

Trp His His Trp Trp His Trp Trp His His Trp Trp His His Trp

1 5 10

<210> 3

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 3

His Trp His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu

1 5 10
Leu His His Leu
20

<210>4

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 4

His Leu His His Trp Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu

1 5 10
Leu His His Leu
20

<210>5

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
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<400> 5
His Leu His His Leu Trp His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210>6
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 6
His Leu His His Leu Leu His His Leu Trp His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210>7
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400>7
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Trp Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210>8
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 8
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Trp
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210>9
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400>9
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Trp His His Leu
20
<210> 10
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
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<400> 10
His Pro His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 11
<211>20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 11
His Leu His His Pro Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 12
<211>20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 12
His Leu His His Leu Pro His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 13
<211>20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 13
His Leu His His Leu Leu His His Leu Pro His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 14
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 14
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Pro His His Leu
20
<210> 15
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
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<400> 15
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Pro
20

<210> 16

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 16

Glu Leu Glu Glu Leu Leu Glu Glu Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15

Leu His His Leu

20

<210> 17

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 17
Glu Leu His His Leu Leu His Glu Leu Leu His Leu Leu His Glu Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20

<210> 18

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 18
Gly Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Ser Leu Trp Arg Leu
1 5 10 15
Leu Trp Arg Ala Cys
20

<210> 19

<211> 33

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 19
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15
Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg
20 25 30
Arg

<210> 20

<211>20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 20
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 21
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 21
His Trp His His Trp Trp His His Trp Trp His Trp Trp His His Trp
1 5 10 15
Trp His His Trp
20
<210> 22
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 22
His Leu His His Leu Leu His His Trp Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 23
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 23
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Trp His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Leu
20
<210> 24
<211> 20
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 24
His Leu His His Leu Leu His His Leu Leu His Leu Leu His His Leu
1 5 10 15
Leu His His Trp
20
<210> 25
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 25
His His His His His His His His His His Leu Leu Leu Leu
1 5 10
Leu Leu Leu Leu
20

<210> 26

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 26
His His His His His His His Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
1 5 10

<210> 27

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 27
Leu Thr Thr Leu Leu Thr Leu Leu Thr Thr Leu Leu Thr Thr

1 5 10

<210> 28

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 28
Lys Leu Leu Lys Leu Leu Lys Leu Trp Leu Lys Leu Leu Lys

1 5 10
Leu Lys Leu Leu
20

<210> 29

<211>29

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 29

Leu His Leu Leu His His Leu Leu His His Leu His His Leu Leu His

1 5 10
His Leu Leu His Leu Leu His His Leu Leu His His Leu
20 25

<210> 30

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
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<400> 30
Phe Leu Gly Gly Ile Ile Ser Phe Phe Lys Arg Leu Phe
1 5 10
<210> 31
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 31
Phe Ile Gly Gly Ile Ile Ser Phe Ile Lys Lys Leu Phe
1 5 10
<210> 32
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 32
Phe Ile Gly Gly Ile Ile Ser Leu Ile Lys Lys Leu Phe
1 5 10
<210> 33
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 33
His Leu Leu His Leu Leu Leu His Leu Trp Leu His Leu Leu His Leu
1 5 10 15
Leu Leu His Leu Leu
20
<210> 34
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 34
Gly Ile Gly Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr Gly Leu Pro Ala
1 5 10 15
Leu Ile Ser Trp Ile Lys Arg Lys Arg Gln Gln
20 25
<210> 35
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 35
Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15
Gly Gly
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<210> 36
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 36
Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln
1 5 10
<210> 37
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 37
Gly Ala Leu Phe Leu Gly Trp Leu Gly Ala Ala Gly Ser Thr Met Gly
1 5 10 15
Ala Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
20
<210> 38
<211> 37
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 38
Gly Gly Gly Ala Arg Lys Lys Ala Ala Lys Ala Ala Arg Lys Lys Ala
1 5 10 15
Ala Lys Ala Ala Arg Lys Lys Ala Ala Lys Ala Ala Arg Lys Lys Ala
20 25 30
Ala Lys Ala Ala Lys
35
<210> 39
<211> 27
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 39
Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Lys Ile Asn Leu
1 5 10 15
Lys Ala Leu Ala Ala Leu Ala Lys Lys Ile Leu
20 25
<210> 40
<211>9
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 40
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5
<210> 41
<211> 31

50



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2908978 T3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 41

Trp Glu Ala Lys Leu Ala Lys Ala Leu Ala Lys Ala Leu Ala Lys His
1 5 10 15

Ile Leu Ala Lys Ala Leu Ala Lys Ala Leu Lys Ala Cys Glu Ala

20 25 30

<210> 42

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 42

Trp Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His
1 5 10 15

Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala

20 25 30

<210> 43

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<220>

<221> VARIANTE

<222>2,4,6,8,10,12
<223> Xaa = norleucina

<220>

<221> HIDRATO DE CARBONO
<222> (1)...(1)

<223> NHC12H25

<400> 43
Asp Xaa Lys Xaa Lys Xaa His Xaa Lys Xaa His Xaa
1 5 10

<210> 44

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

<400> 44
Lys Leu Leu Lys Leu Leu Leu Lys Leu Trp Leu Lys Leu Leu Lys Leu
1 5 10 15
Leu Leu Lys Leu Leu
20

<210> 45

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
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<400> 45
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10
Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly
20
<210> 46
<211>24
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 46
Gly Leu Phe His Ala Ile Ala Ala His Phe Ile His Gly Gly Trp His
1 5 10
Gly Leu Ile His Gly Trp Tyr Gly
20
<210> 47
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 47
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Ala Glu Phe Ile Glu Gly Gly Trp Glu Gly
1 5 10
Leu Ile Glu Gly Trp Tyr Gly
20
<210> 48
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 48
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10
Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly
20
<210> 49
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 49
Gly Leu Phe Lys Ala Ile Ala Lys Phe Ile Lys Gly Gly Trp Lys Gly
1 5 10
Leu Ile Lys Gly Trp Tyr Gly
20
<210> 50
<211> 33
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
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<400> 50
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15
Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg
20 25 30
Arg
<210> 51
<211> 41
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 51
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15
Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn
20 25 30
Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys Gly Gly
35 40
<210> 52
<211> 34
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 52
Gly Leu Phe His Ala Ile Ala Ala His Phe Ile His Gly Gly Trp His
1 5 10 15
Gly Leu Ile His Gly Trp Tyr Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln
20 25 30
Arg Arg
<210> 53
<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 53
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Ala Glu Phe Ile Glu Gly Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15
Leu Ile Glu Gly Trp Tyr Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg
20 25 30
Arg
<210> 54
<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 54
Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15
Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg
20 25 30
Arg
<210> 55
<211>33
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<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 55
Gly Leu Phe Lys Ala Ile Ala Lys Phe Ile Lys Gly Gly Trp Lys Gly
1 5 10 15
Leu Ile Lys Gly Trp Tyr Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg
20 25 30
Arg
<210> 56
<211> 33
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 56
Gly Phe Phe Ala Leu Ile Pro Lys Ile Ile Ser Ser Pro Leu Phe Lys
1 5 10 15
Thr Leu Leu Ser Ala Val Gly Ser Ala Leu Ser Ser Ser Gly Glu Gln
20 25 30
Glu
<210> 57
<211>44
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 57
Leu His Leu Leu His His Leu Leu His His Leu His His Leu Leu His
1 5 10 15
His Leu Leu His Leu Leu His His Leu Leu His His Leu Gly Gly Gly
20 25 30
Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln
35 40
<210> 58
<211>44
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética
<400> 58
Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln Gly Gly Gly Leu
1 5 10 15
His Leu Leu His His Leu Leu His His Leu His His Leu Leu His His
20 25 30
Leu Leu His Leu Leu His His Leu Leu His His Leu
35 40
<210> 59
<211> 22
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de aminoacidos completamente sintética

54



ES 2908978 T3

<400> 59

Leu Ile Arg Leu Trp Ser His Ile His Ile Trp Phe Gln Trp Arg Arg
1 5 10 15

Leu Lys Trp Lys Lys Lys

20
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion modular que comprende
1) un siRNA;

2) uno o mas conectores, que pueden ser iguales o diferentes, seleccionados de la Tabla 2, donde los conectores
estan unidos a la hebra guia del siRNA en la posicién 2' de los anillos de ribosa excluyendo las posiciones
terminales 3' y/o 5' de la hebra guia, o donde los conectores estan unidos a la hebra retardada del siRNA en la
posicién 2' de los anillos de ribosa excluyendo las posiciones terminales 3' y/o 5' de la hebra retardada; y

3) uno 0 mas péptidos, que pueden ser iguales o diferentes, seleccionados de SEQ ID NO: 28, 29, 33, 36, 40, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 y 59, en donde los péptidos estan unidos a los conectores.

2. La composicion modular segun la reivindicacion 1, que comprende ademas colesterol, en la que el colesterol esta
unido al siRNA en la posicion 2' de los anillos de ribosa o en la posicion 3' del siRNA.

3. La composicion modular segun la reivindicacion 1, que comprende ademas colesterol, en la que el colesterol esta
unido al siRNA en la posicién 2' de los anillos de ribosa y/o en las posiciones terminales 3' y/o 5' del siRNA.
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