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DESCRIPCION

Composiciones y méiodos para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson mediante la administracion selectiva
de moléculas de oligonuciedtidos a tipos especificos de nauronas

Campao de la invencion

La presente invencidn se refiere a conjugados que comprenden un acido nucielco especifico para una diana de
interés y un grupo gque permite la administracion de los acidos nucleicos a células especificas en el sistema nervieso
ceniral por medio de su afinidad hacia moléculas fransportadoras de neurotransmisares en la superficie de dichas
células.

Antecedentes técnicos

El uso de dcidos nucleicos se ha demostrado eficaz para cambiar el estado de una céhda. La introduccidn de acido
desoxiribonucleico (ADN) o acido ribonucieice (ARN) en una célula se puede usar para aumentar o disminuir la
expresion de genes particulares en la célula, afectando de esta manera una o mas rutas binguimicas. De las
tecnologias basadas en acido nucleico usadas para cambiar la fisivlogia celular, interferencia de ARN {ARNI) es el
término general dado para regutar ia expresion de genes a nivel! postranscripcional en organismos diversificados. £
silenciamiento génico por ARNI se puede lograr usando fragmerniios homologos de ARNbe coros {21-23 ply
conocidas como interferentes pequefios o "ARNIp®. Cuanda se infroduce un ARNDG fargo en una linea celular, la
enzima celular Dicer lo cortard en moléculas de ARN interferente pequefic (ARNIip). Esta molécula de ARN
interferente pequefio se llama ahora ARN guiade. EP ARN guiado guiara el complejo de silenciamiento inducido por
ARN (RISC) al ARNm diana homdlago. Una vez gue forma una estructura hibrida con la secusncia de ARNmMm
homasloga, el RISC cortara el ARNm. Como resultado, la proteina codificada por el ARNm no se producira mas,
produciende asi el silenciamiento del gen. La interferencia de ARN se reflere al proceso de silenciamiento génico
postranscripcional especifico de secuencia en animales mediado por ARN interferentes peguefios (ARNip).

Sinembargo, un nbstaculo principal para el desarolio de enfoques terapéuticns hasados en ARNI para patoingias
cerebrales es la barrera hemateencefdiica (BHE). El cerebro esta protegicio contra sustancias potenclalmente toxicas
por la presencla de dos sistemas barrera: la bameara hematoencefalica (BHE) v la barrera sangre-liquido
cefalorraguiden (BSLCE). Se considera que {a BHE es la via principa! de captacion de ligandos del suero ya que su
area de superficie s apraximadamaents 5000 veces mayor que fa de la BSLCE. El endotslio cerebral, qua constituve
ia BHE, representa el principai obstacuio para el uso de potenciales farmacos contrg muchos trastomaos def SNC.
Comio regla general, sélo las moléculas lipofilicas pegueiias pueden pasar & traveés de {a BHE, es dedir, de la sangre
sistémina circulante al cerebro. Muchos farmacos que tienen un tamafio mayor o mayor hidrofobicidad muestran
resultados prometedores en estudios animales para tratar trastomas def SNC.

Ademas de la administracion intracerebral directa, se han descrito diferentes estrategias pama alcanzar el
silenciamiento génico en el SNC por medio de molécutas interferentes de ARN administradas de forma sistémica.
Por gjemplo, Kumar &t al. {Nature, 2007, 448:38-44) han descrito conjugados de ARNip y un péptido derivado de 1a
glucoproteina del virus de la rabia gue comprende una argining nonamérica y su capacidad para silenciar la
expresion geénica en el cerebro después de inyeccidn intravenosa. Xia et al. (Pharmaceutical Research, 2007,
24:2300-23186) han descrito conjugados que comprende un ARMIp biotinitado y un conjugado que comprende un
anticuerpo anti-receptor de transferring-aviding gue son capaces de silenciar la expresidn génica en el sistema
nervioso central después de ia administracion sistémica. El docurmento WO200073790 describe conjugados gue
comprenden un ARNIp y una serie de peplidos conocidos colectivamente como Angiopeps que son capaces de
cruzar la barrera hematoencefalica mediante transcitosis mediada por receptor usando la proteina 1 relacionada con
el recepior de lipoproteinas de baja densidad (LPR-1} vy que permite la administracion al SNC de conjugados
administrados de forma sistémica que comprenden dichos péptidos. El documento WO2007107789 describe el uso
de nompuestos capaces de producir interferencia de ARN ¥ que son especificos para dianas presentes en gl SNC y
la distribucion sl SNC mediante el uso de administracion intranasal,

Varios articulos han sugende conjugados a agentes de silenciamiento especificos de sinucleina y difergntes
moléculas que ayudan la translocacion del conjugado a través de fas membranas celulares o a fravés de 1a bamrera
hematoencefalica. Por giemplo, el documento WO2011087804 describe conjugados que comprenden un ARNiIp
especifico de alfa-sinucieing y un péplido derivado de la glucoproteina G del virus de g rabia, que permite que &l
conjugade cruce la barrera hematoencefdlica. Bl documento WOZ2012027713 describe conjugados de ARNDo
espacificos de alfa-sinucleina y diferentes fracoiones que aumentan fa actividad, distribucion ¢ captacion celular del
ARNBe tales como fracciones lipidicas (colesterof), dcido cdlico, un tioéter, un tiocolesterol, una cadena alifatica {por
ejempio, residuos de dodecandiol 0 undeciln), un fosfolipido, una poliamina ¢ una cadena de pelietilenglicol, acido
adamantano acético, una fraccién palmitilo o una fraccidn octadecilamina o hexilamino-carboniloxicolesterol. Sin
embargo, todos estos conjugados se pretenden para la administracion no especifica a través de membranas
biplogicas o barreras piolégicas, pero no canfieran especificidad hacia las células en donde se expresa sinucleina,
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Sin embargo, mientras que todos estos sistemas permiten ia administracién de ARNip administrados de forma
sistémiza al SNC, ne permiten la administracion a tipos celulares especificos dentro del cerebro. El documento
WO2(11131683 divulga conjugados que comprenden un acido nucieico que es complementario a una secuencia de
acido nucleico diana y cuya expresién previene o reduce la expresidn del dcido nucleico diana y un agente de
selentividad que es capaz de unirse con alta afinidad a un transpontador de neurotransmisor. Estos conjugados son
utiles para la administracion de un acido nucleico particular a una célula de interés.

La posibilidad de adminisirar ARNip de especificidades conecidas gl sistema nervioso central sera util para el
tratamiento de enfermedades producidas por una actividad/expresion indeseada de un gen determinado, incluyendo
depresion, rastornos cognitivos, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, ste,

La enfermedad de Patkinson (EP} es un trastomo degenerativo del sistema nendoso central que con frecuencia
disminuye fas capacidades moloras del paciente, el habla y otras funciones. Los sintomas de la enfermedad de
Farkinson provienen de la actividad muy reducida de células dopaminérgicas en ia region pars compacta de la
sustancia negra (SNpc). Estas neuronas se proyectan al cuerpo estriado y su pérdida produce allgracioneas en la
aclividad de los circuitos neurales en los ganglios basales que requlan el movintiente, en esencia una inhibicion de la
vig directa y excitacion de la via indirecta. La via directa facilita el movimiento y [a via indirecta inhibe el movimiento,
asi la périida de estas células produce un trastorne de movimiento hipocinético. La falta de dopamina produce una
inhibicidn aumentada del nicleo ventral anterior del talamo, que envia proyecciones excitadoras a la corteza motora,
produciendo asi hipocinesia,

La EP se caracieriza por una pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la SNpc y la presencia de
inclusiones intracelulares designadas cuerpos de Lewy (CL). Newroguimicamente, la EP estd marcada por la
disfuncion del complajo mitocondrist | e indices aumentados de esirés oxidativo. Se han propussio varios
mecanismos patogénicos para la ER incluyendo estrés oxidative y nitrosativo, disfuncidn mitocondriai, mal
plegamiento y agregacidn de proteinas y apoptosis. La &P es fundamentalmente esporadica, pero se ha mostrado
gue algunos casos de EP son familiares. £l primer gen de EP familiar identificado fue ia a-sinucleina {o-sinj que de
hecho 25 el componente principal de los CL en todos los pacientes de EP. La funcidn normal de la a-sinucleina se
enfiende pono. La o-sinucieina se puede unir a lipidos y, 8n neuwranas, se asoecia con vesiculas presinapticas v 1a
membrana plasmética, posiblemente a través de balsas lipidicas. Las fornias patoldgicas depositadas de o-
sinucleina estan agregadas y muestran menor solubilidad que la proteina normal. Se han descrito tres mutaciones
puntuates que causan EP familiar, pero {ambién se ha descrito que duplicaciones vy triplicaciones del gen SNCA son
rasponsables de la EPF y la enfermedad de los cuerpos de Lewy. Par o tanto, inclusa sin variantas de secugncia, ia
dosis de a-sinucieina puede ser causante de la enfermedad de [os cuerpos de Lewy.

La a-sinucieing afecta a la mitocondria y probablermnente induce apoptosis. De hacho, hay evidencias en acumulacion
de una relacidn proxima entre a-sinucleina v daflo oxidative: la sobreexpresion de una a-sinucleina mutanis
sensibiliza 1as neuronas al estrés oxidative y dafio por dopamina e inhibidores del complejo |, produciendo
carbonilacidn de proteinas aumentada y peroxidacion lipidica i vifro & in vivo. Por el contrario, la disfuncion del
complejo mitocondrial | se ha asociado a formas esporadicas de la EP. El dafio oxidativo dependiente del complejo |
¥ fa funcion miterondrial defectiiosa es una causa principal de la degeneracion neuronal y muerte celular en la EP.
Por tanto, ta funcion mitccondrial defeciuosa y la produccion de ROS aumenta el nivel del conjunto de cifecromo ¢
en el espacio intermembrana mitocondnal, lo que permite su rapida liberacion cuando se activa el agonista de
muerte celular Bax.

En suma, el escenaric en la EF seria una situacion de disfuncidon mitocondrial neuronal con auments en la
produccion de RGS que por una patte aumeniaria fa asumulacidn de o-sinucleina y por otra activaria la muerts
celular mediada por Bax. Ademads, la acumulacion de a-sinucleina, a su vez, aumentaria la produccion celular de
ROS y ia indyccidn de degeneracion neuronal,

Ef tratamiento mas ampliamente usado para la EP es L-DOPA &n varias formas, Sin embargo, solo el 1-5% de la L~
DCPA entra en las neuronas dopaminérgicas. La L-DOPA restante con frecuencia se metaboliza a dopanming en otro
lugar, produciendo una amplia variedad de efectos secundarios. Los inhibidores de dopa descarboxilasa como
carbidopa y benserazida también se usan para el tratamiento de la EP ya que ayudan a prevenir ¢l metabolismo de
L-BOPA antes de gue alcance las neurgnas dopaminérgicas v en general se dan ¢omo preparaciones de
combinacidn de carbidopaidevodopa y benserazidadlevodopa. Ademds, los agonistas de dopamina son
moderadamente eficaces v actidan estimulando algunos receptores de dopantina. Sin embargo, producen que los
receptores de dopamina se vuelvan progresivamente menos sensibles, aumentando por Gltimo los sintomas.

Los enfoques antisentido también podiian ser Gtlles, v se ha descrito que funcionan en cerabro de rata y raton. Este
planteamiento se basa en 1a idea de que la a-sinucieina realmente es dispensable para fa funcién del SNC en seres
humanaos, como parece ser en ratén, pero tal vez inclusa una disminucién moderada en {os niveles de proteina seria
suficiente para disminuir la evolucion de ia EP.
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Lapa et al. {(Pharmaceutical Chermistry Journal, 2011, 45:323-328) divulga indatralina como inhibidor de recaptacion
triple {serotonina-norepinefrina-dopamina).

Ei documento WO2012027713 es la publicacion de una publicacion de patente intermacional gue divulga ARNBe gque
se dirfige a alfa-sinucleina.

Ef documente US2012129912 es la publicacion de una solicitud de patente en EE UU que divuiga acides nucleicos
que se difigen a aifa-sinucieina.

Sin embargo, a pesar de os avances hechos en el desarrolio de agentas terapéuticos para EP, todavia hay la
necesidad de compuestos alternativos gue ssan sspecificamente capaces de prevenir la actividad reducida de
células dopamindrgicas en la region pars compacta de la sustancia negra.

Compendio de la invencién

Los inventores de la presente invencion han identificado diferentes regiones parliculares en la secuencia de ARNm
de alfa-sinucleina humana gue, cuando son dianas usando moléculas silenciaderas, producen el corte del ARNm de
alfa-sinucleina. Esto se ha mostrado probando oligonucledtidos antisentide en un ensayp mediado por RNasa H y
probando la disminucion del ARNm de alfa-sinucieina. Ademas, la versién gapmera del acide nucleico de
silenciamiento preferido (cuccCTCCACTGTCUUC, SEQ 1D NO: 2) se ha acoplado al triple blogueante indatralina.
Los inveniores han mostrado que ia indatralina es capaz de dirgir un oligonuckedtide antisentide a células gqus
expresan e receptor de serotonina 5-HT14 cuando se administra por via intranasal, y que la indatralina es capaz de
dirigir un fluordforo a dreas del cerebro que contienan celulas que expresan un transporiador de dopamina {DAT)
{por ejemplo, la sustancia negra), a areas del cerebro gue contienen células gue expresan un franspontador de
norgpinefrina NET {por ejemplo, locus ceruleo) y a arsas del cerebro que contienen células que expresan un
transportador de serotonina SERT {por ejemplo, niicleos del rafe vy rafe dorsal). Ademds, los inventores también han
mostrado que {a administracidn intranasal del conjugadeo gque comprende indatraling vy el gapmero candidato
preferido produce urt descenso en ios niveles de ARNm de sinucleina determinado mediante hibridacion in situ.

La molécula de silenciamiento segin fa invencion tene algunas veniajas. En primer lugar, esta dingida
especificamente a céluias en donde la proteina gue se va a silenciar se expresa, evitando los efectos secundarnios
debidos al silenciamiento de la proleina en localizaciones indeseadas. En segundo lugar, la molécula silenciadora
segun la invencion se ranslaca a iravés de la membrana celular usando un transporiador de neurotransmisor.

De esta manera, en un primer aspecto, a invencion se refiere & un conjugado gue comprende;

i} al menos un agente de selectividad que s un inhibidor de recaptacion triple ({RSND) y

i) al menos un acido nucleico que es capaz de unirse especificamente a una melécula giana que se exprasa en la
misma célula que el transportador del neurotransmiisor en donde dicha moiécula diana es a-sinuckeina o &l
ARNM que codifica g-sinucleina,

en donde el acido nucleico que es capaz de unirse especificamente al ARNm de alfa-sinucleina se dirige a una
regidn en el ARNm de alfa-sihucleina seleccionada del grupo que consiste en una regidn localizada en las
posiciones 499-516 (SEQ 1D NO: 5), 448-4685 {SEQ ID NO! 4) v 502-51% {(SEQ 1D NO: 8) del ARNm de aifa
sinucleina humana en donde la numeracion corresponde a la posicion con respecto al primer nucledtide en la
secuencia de alfa-sinucleina definida en &l ndmero de acceso del NCBI NM_000345 (SEQ ID NC: 7} v en donde ¢l
inhibidor de recaptacion triple tiene ia siguiente estructura {{}

en donde
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n o N son nameros enteras que tiens cada uno un valor entre 0 y 6, inclusive;

p es un ndmere entaro que tiene urt valor entre 0 v 4, inclusive:

R, es hidrégene: alifatico ciclico o aciclicn, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar, heterealifatico ciclice o
aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificade o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar;
arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramifican; heterparilo sustituido o sin sustituir, ramificade o sin
ramifican, -C{=0)R.; -CO:Rx -CEON(RL)2 0 -C{Ra)s; en donde cada aparicidn de Ra es independientemente un
hidrogeno, un grupe protector, una fraccion alifatica, una fraccion heteroalifatica, una fraccidon acilo, una fraccion
arilo; una fraccién heteroarilo; alcox; arfoxi; alquiltio; arilfio; amino, alguilaming, dialquiiamino, hetercanioxe; o
fraccion heteroariltio;

Rz es hidrogeno; alifgtico oiclico o aciclico, sustituido o sin sustityin, ramificado o sin ramificar; hetaraalifatica ciclico o
aciclico, sustituido 0 sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituicio o sin sustituir, ramiticado o sin ramificar;
arilo sustituido ¢ sin sustituir, ramificado ¢ sin ramificar; heteroarnilo sustituido © sin sustituir, ramificado o sin
ramificar; ~C{=0)Rg, -CO:Rg; -C{=OIN(Rg): 0 ~C({Rg)s; &n donde cada aparicidon de Rg es independientemente un
hidrogeno, un grupe protector, una fraccion alifatica, una fraccion heteroalifatica, una fraccion acilo, una fracoion
arilo; wuna fraccidn heleroarilo; alcoxi; ardox; alguiltio; ariltio; amino, alquilamino, dislquilamine, hetereariloxe; o
fracecidn heteroariltio;

R; &3 hidrogeno; haldgeno; alifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustiuir, ramificado o sin ramificar;
heteroalifatice ciclico ¢ aciclico, sustiuido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir,
ramificade o sin ramificar; anlo sustituido o sin sustiuir, ramificadoe o sin ramificar; hetercarilo sustiuide ¢ sin
sustituir, ramificado o sin ramificar; -ORg; -C(=0)Re; -ClRe; -CN; -SCN; -8Rg; -80Rc; STuRe; -NO2; -Ns; -N(Re)e;
-MNHC(=0}Re; ~NRoCEOIN{R)2; ~OC{=O)CRe, ~OC{=M e, -QUEOINR . -NR:CEOIOR:; o -ClRoh; en donds
cada aparicidn de Ry es independientemente un hidrdgeno, un grupo protector, una fraccidn alifatica, una fraccién
heterpalifatica, una fraccion acio, una fracoion arilo; una fraccion heteroariio; alooxi; arfiosd; alquiltio; arltio; aming,
alquilamino, dialguilamino, heteroariioxo; o fraccion heteroariltio;

R+ es arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin rameficar; o heteroariio sustituido o sin sustituir, ramificadeo o sin
rarmificar:

s es hidrdgeno; haldgeno; alifatico ciclico ¢ aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar;
hetergalifatico cidico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado ¢ sin ramificar; acilo sustituido ¢ sin sustituir,
ramificado o sin ramificar; arife sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heteroanlo sustituide o sin
sustituir, ramificado o sin ramificar; -ORg; -C(=0)Rs; -CO:Re; -CN; -SCN; -3Re; -S0Rg; SThaRe; -NO;; -Nsi -N{Rg)s;
NHC (=O)Rg; ~NReC{H=OIN{RE),, -OCHEOIOR:, -OCHQIRE, ~-OC{=OIN{Rg):; ~NR:C{=O)ORe; o -C{Rg); en donde
cada apancion de Rg es independientemente un hidrégeno, un grupo protector, una fraccion alifatica, una fraceidn
heteroalifatica, una fraccion acilo, una fraccian anlo; una fraccion heteroario; alnoxy; ardoxi; alquiltio; ariftio; amino,
algquilamino, dialquilamino, heteroariloxo; o fraccion heteroariitio; y formas farmacéuticamente aceptables del mismo.
En un segunde aspecio, la invencién se refiere a un conjugado segan la invencidn para uso en medicina,

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un conjugado segn la invencion para su uso en ef fratamiento o
prevencion de una enfermedad asociada con el deposito de cuerpos de Lewy.

Estos y otros objetos de la presente invencion se descridirdn adicionalmente en fa seccidn de descripoion detaliada
que sigue, y no se pretende que sean limitantes de la presente invencion, A menos gue se defina de otra manera,
tados los términes técnicas y cientificos usados en el presente documento tienen el misme significado que entiende
normalmente el experio en la materia a la gue pertenece la invencion, Se pueden usar métodos vy materiales
equivalentes a los descritos aqui en la practica de la presents invencion. A lo largo de toda fa descripocion y
reivindicaciones no se pretende que ia palabra "comprende” v sus variaciones excluyan otras caracteristicas
técnicas, aditives, companentas o etapas.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muesira la ausencia de respuesta de hipotermia inducida por brombhidrato de (R}-{(+)-8-hidroxi-2-{di-n-
propilamincitetraling (§-0H-DPAT, aganisia selective de 5-HT12R) en ratones gue recibieron por via intranasal un
oligo anti-SHTIA con indatralina. Los ratones recibieron: i) vehiculo (PBS); i) indatralina ARNip sin sentido (IND-
ARNip as); §ii} 30 g de indatraling-ARNip 1A77 {IND-ARNIp 1A77), iv) 30 ug de sertralina-ARNip 1a77 (SERT-ARNip
1ATTY o v) 100 de indalralina-ARNip 1A77 {IND-ARNIp 1A77). Se evalud la temperatura corporal 5 minutos antes y
15, 33, 80 y 120 minutos despuis de la administracion de 8-OH-DPAT {1 mg/kg i.p.). Los valores se muestran como
media de cambios en |a temperatura carporal £ EEM de 5 ratones por grupo.

La figura 2 muestra un ensayo de RNasa H realizade para molécuias de seleccidn candidatas, Después de la
transoApcion in vitro del ARNm de alfa-sinucieing humana, este ARNm se purifict y sometio g un ensayo de RNasa
H para medir [a actividad de secuencias individuales como polenciales inductores de [a enzima. Brevemente, se
incubt ef ARNm (108 nM) en tampon con un exceso de 5 veces de diferentes moléculas (500 nM} a 37°C durante
7.5 minutos. Después de e50, 1a reaccidn se pard, las muestras se correren en un gel de agarosa y se visualizaron
con WUV, Las secuencias eran especificas para seres humanos, ratdn o ambos. Las secuencias seleccionadas
{candidatos) se eligieron respecto a su capacidad de inducir actividad RNasa M, su homologia interespecie y la faita
de homoloegia con las sinucieinas beta y gamma.
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La figura 3 rmuestra un esquemsa del conjugado segin fa invencion. Comprende indatralinag como agente de
seleclividad y un gapmero de 18 bases, unidos por un enlazador de C10.

La figura 4 muestra la inhibicidn de la expresion del ARNm de alfa-sinucleina por las moiléoulas candidatas 1232,
1233 y 1234 segun la invencion en buthos ofativos (BOY), sustancia negra {SNc/VTA), rafe dorsal {DR) v rafe medial
(MnR).

La figura 5 muestra un andlisis de tas sustancias negra medial y lateral {SNs) de muestras de cerebio post mortem
obtenidas de individuos con enfermedad de Parkinson (EF) esporadica. La SN muestra daflo tisular exdenso en la
EPR. Los resultados proporcionan entendimiento sobwe 1a patogénasis de la EP.

La figura & muestra un alineamiento del ARNm de sintafiling humana. Se alinearon los ARNm de sintafilina humana,
de macaca mulata y raton con &l software de visionado de secuencias CLC y se anafizaron para encontrar las
putativas homologias entre ellos vy el candidaio 1234 ({fos 15 nt del candidato 1234 comunes al ARNm de a-
sinucleina en seres humanos se muestra en una caja).

L.a figura 7 muestra un esquema de la molécula conjugada preferida segdn la invencidn, 1233 (NLF-PD1233).

La figura 8 muestra los niveles de proteina affa-sinucieina en la pars compacta de la sustancia negra (SNc¢) por
pmunotransferencia (A). Niveles gn SNo/VTA de alfa-sinucleina normalizados frenie a beta-acting {8) y tiresina
hidroxilasa {TH} (C). v niveles de TH normalizados frente a beta-actina (D). N=8-10. Significancia; prueba de
comparaciones multiples de Newman-Keuls (*p<0,05 frente a PES). Como control para la exiraccion del drea, los
animales donde los niveles de TH frente a beta-actina eran 2 veces menores gue la media no se incluyeron en el
analsis,

La figura 9 muestra los niveles de proteina alfa-sinucleina en ef cuerpo estriado por inmunotransferencia (A}, Se
muestran los niveles en el cuerpo estriado de alfa-sinucleina normalizados frenfe a beta-actina (B) v lirosina
hidroxilasa (TH) (T}, asi como niveles de TH normalizada frente a beta-actina (0). N=8-10. Significancia: prugba de
comparaciones multiples de Newman-Keuls {*p<0,05 frente a PBS). Como control para la extraccion del area, los
animales donde los niveles de TH frente a beta-actina eran 2 veces menores gue la media no se incluyeron en el
analisis.

La figura 10 muestra las concentraciones en plasma enh ratones de 1233 (NLF-PR-1233) sin modificar frente al
derivado 3' protegido del mismo,

La figura 11 muesira concentraciones en sangre de 1233 (NLF-PD-1233) en monos después de ia admimsiracion
infravenosa (V). Los datos s& exprasan comoe valores medios.

La figura 12 muestra las concentraciones en LCR (liquido cefalomaquiden) y sangre de 1233 {(NLF-PD-1233) en
monos después de la administracion infranasat (INy. Los daios se expresan coma valores medios.

La figura 13 muestra las concentraciones en tejidos de 1233 (NLF-PD-1233) sin modificar en ratones después de la
dosificacion mtravenosa.

La figura 14 muestra las concentraciones en tefidos de 1233 (NLF-PD-1233) sin modgificar mas metabolitos en
ratones después de {a dosificacion intravenosa.

La figura 15 muestra las concentraciones en tejidos del derivado 3 protegido de 1233 (NLF-FPD-1233) en ratones
después de ia dosificacion intravenosa.

La figura 16 muesira las conceniraciones en tefidos del derivado 3 protegido de 1233 (NLF-PD-1233) mas
metabolitos en ratones después de la dosificacion intravenosa.

La figura 17 muesira un ensayo i vivo de microdialisis de la iberacion de dopamina inducida por veratridina medida
por HPLEG en animales tratados con vehiculo (PBS) 6 1233 (NLF-PD-1233, 4 dias consenudivos, 1 mglkg/diag.

La figura 18 muestra un ensayo i1 vivo de microdidlisis de dopamina extracelular medida por HPLC en animales
tratados con vehiculo (PBS) o 1233 (NLF-PD-1233, 4 dias consecutivos, 1 mglkg/dia).

Bescripcion detallada de la invencion
Los autores de la presente invencidn han observado que es posible dirigir especificamente un acido nucleico a una

célula de interés que expresa un transportador de neurotransmisor acoplando covalentemente dicho acide nudieico &
una molecula que es capaz de unirse especificamente a dicho transportador del neurctransmisor y, mas en
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particular, & un inhibidor de dicho transportador. En particular, los autores han mostrado que un acido nucleico que
se difige a regiones particulares de ARNm de alfa-sinucieinag acoplado a un IRSND es capaz de disrninuir las niveles
de expresion del ARNmM de alfa-sinucleina.

A. Conjugadoes de g jnvancien

En un primer aspecio [a invencion se refiere a un conjugado que comprende

i} al menos un agente de selectividad gue es un inhibidor de recaptacion triple (IRSND) v

iy al menos un acido nucleico que es capaz de unirse especificameante g una molacula diana que se exprasa en a
misma célula que el transportador del neurciransmisor en donde dicha molkéciula diana s a-sinucleina o &l
ARNM gue codifica a-sinucleina,

en donde el dcido nucleico que es capaz de unirse especificamente al ARNm de alfe-sinucleina se dirige a una
region en e ARNM de alfa-sinucieing seleccionada del grupo que consiste en una regidn localizada en las
posiciones 498-518 (SEQ 1D NO: 5), 448-485 {S8EQ ID NG 4) y 502-518 (BEQ 1D NG: 8) del ARNm de aifa
sinucleina humana en donde & numeracion corresponde a la posicion con respecto al primer nucledtido en la
secuencia de alfa-sinucteina definida en el numero de acceso del NCBI NM_000345 (SEQ ID NG: 7) vy en donde el
inhibidor de recaptacion friple tiene la siguiente estructura (1)

en donde

n o mson numeros enteres que tiene cada uno un valor entre 0y 6, inclusive;

P es un namero entero que tiene un valor entre § v 4, inclusive;

R, es hidrogeno; alifatico ciolico 0 aciclico, sustituido o sin sustitulr, ramificada o sin ramificar; heteroalifatico ciclico o
aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir, ramificada o sin ramificar;
arile sustituido © sin sustituir, ramificade o sin ramificar; heteroarilo sustituide o sin sustituir, ramificade o sin
ramificar, -G=OR., -CORA; -CEOIN(RL): o -CR) en donde cada aparicion de Ra es independientemente un
hidrdgeno, un grupo protector, una fraccion alifatica, una fraccion heteroalifatica, una fraccién acilo, una fraccion
ardo, una fracoion heteroarilo; alcoxi; aridoxd; alguiltio; ariltio; amino, alguiaiming, dialquilamine, hetercarioxe; o
fraccion heteroariltio;

Rz es hidrégeno; alifatico ciclico o aciclico, sustituida o sin sustitulr, ramificado o sin ramificar; heteroalifatico ciclico o
aciclico, sustifuido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituida o sin sustituir, ramificado o sin ramificar,
arilo sustituido o sin sustituir, ramificade o sin ramifican, heteroarilo sustituido o sin systituly, ramificade o sin
ramificar; ~C(=0)Rz; -CORa; -CE=ON(Re): 0 -C{Re)s; en donde cada aparicion de Rp a8 independientemeante un
hidrdgeno, un grupo pratector, una fraccion alifalica, una fraccion heteroalifatica, una fraccion acilo, una fraccion
arito; una fraccidn heteroarilo; aloox; ariloxi; alguillio; arilio; amino, alquilamino, dialquilaming, heteroarioxe; o
fraccion heteroariltio,

R; es hidrdgenn; haldgeno; alifdtice ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificadoe o sin ramificar;
heterpalifatice ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar acilo sustituido o sin sustituir,
ramificade o sin ramificar; arilo sustituido ¢ sin sustituir, ramificado o sin ramificar, heteroarilo sustiuido o sin
sustituir, ramificade o sin ramificar;, ~-ORg; -C{=0R., -CO2Re; -GN, -8CN; -8R¢; -SQRg; 802Rq; -NOz; -Na; -N(Rc}z;
SNHCE=0)Rg; -NRLC{=OINRL) 2, ~-OC{=0)0R,; -OC{=OIR:, -CC=ON{Re)s -NRC(=D)0R:; o -C(Re)s; en donde
cada aparicidn de Re es independientements un hidrogeno, un grupe protector, una fracoion alifatica, una fraccion
heterpalifatica, una fracoion acio, una fraccion arlo; una fraccion heteroarilo; alcoxi; arloxd: alguiltio: anltio; amino,
alquitamino, dialguitamino, heteroariioxo; o fraccien heteroariltio;

R: es arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; o heteroarilo sustituido o sin sustituir, ramificade o sin
ramificar;
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R: es hidrdgeno; haldgeno; alifatico ciclico o acichoo, sustituide o sin sustituir, ramificado o sin ramificar,
heteroalifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir,
ramificade o sin ramificar; arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heterparilo sustituido o sin
sustituir, ramificado ¢ sin ramificar; -0Rg; -C(=0)Ry; -CO:Re; -CN; -SCN; -8Rg; -80ORy; SR -NGy; -Ns; ~-N{Rp)a
-NHC (=0)Rg; -NReC{=OINRE);; -OC{E=OIORg; -G HEOIR:, -OC{=OINR:):: -NR:CE=OIOR:, 0 -C{Rs); en donde
cada aparicion de Rge es independientemente un hidrégeno, un grupn protector, una fraccion alifatica, una fracoion
heterpalifatica, una fraccion acilo, una fraccion arilo; una fraccion heteroarilo; alcox; arfloxi; alquiltio; ariltio; amino,
alquilamino, dialguilamine, hetercanioxo; o fraccion heteroariltio; y formas farmacéuticamente aceptabies del mismo.

El términe “conjugado”, como se usa eh el presente documanto se refiere 8 cualguier compuesto resuliantie de la
unign covalente de dos o mas compuastos individuales. En la presente invencion, canjugado s refiere 3 una
molecula que comprende un agenie de selectividad y un acido nudleico que estan covalentemenie acoplados,
siendo dicho acoplamiento directo o a iravés de un compuesto eniazador.

Los iérmines “acoplamiento covalente” o "unidn covalents® significan que el Acido nucleico y el agenie de
selectividad estan unidos covalentemente entre si de forma directa, o estan unidos covalentemente entre si de forma
indirecta a través de un grupo o grupos intermedios, tales como un enlazador, o un puente o un espaciador, fraccion
a fracciones,

A1, El agente de seleclividad de los coniugades de la invengion

La expresion “agente de selectividad que se une especificamente a uno o mas de un transporfador de
neurdtransmisor”, como se usa en e presente documento, se refiere a cualquier sustancia que se une a un
transportador de neurotransmisar. Esta especificidad de union permite la administracion de una molécula que esté
unida a dicho agente de selectividad a la célula, tejido u Grgano gque contiene dicho transportador de
neurotransmisor. De esta manera, un conjugado que tenga dicho agente de selectividad se dirigira especificamente
a dichas células cuando se adminisira a un animal ¢ se pone en contacto in vitre con una poblacion de células de
diferertas tipos.

Como se usa en el presente documento, la unidn especifica de una primera molécula a una segunda molécula se
reflere a la capacidad de la primera molécula de unirse a dicha segunda meolécula de una manera gue es
perceptiblemente diferente de una interaccion no especifica. Un agenie de selectividad segin fa presente invencian
puede mastrar una Kd para ia diana (el transportador del naurotransmisor) de al menos aproximadaments 107 M,
altemativamente al menos aproximadamente 10°% M, alternativamente al menos aproximadamente 10° M,
alternativamente al menos aproximadamente 107 M, aliernativamente al menos aproximadamente 10% M,
alfernativamente &l menos aproximadamente 10° M, altemativamente sl menos aproximadaments 1019 M,
alternativamente al menos aproximadamentes 107 M, alternativamente al menos aproximadamente 1072 M o mayor,

Ei términe “transportador de neurotransmisor”, como se usa en el presente documento, se refiere & una proteina que
pertenece a una clase de proteinas transportadoras de membrana que atraviesa las membranas celulares de
neuronas y cuya funcidén primaria es llavar neurotransmisores a través de estas membranas y dirigir su transpornte
adicional a localizaciones infraceiulares especificas. Los transportadores de neurotransmisores gue pusden ser
diana de los agentes de selectividad de la invencion incluyen, sin fimifacion, transportadores de captacion presentes
en la membrana plasmatica de neuronas y ceélulas de glia, que bombean neurotransmisores desde el espasio
extracelular a la célula. Este proceso se basa en el gradiente de Na+ a través de la membrana plasmatica,
particularmente el cotransporte de Na+. Se han identificado dos familias de proteinas. Una familia incluye los
transpontadores de GABA, moncaminags tales como novadrenaling, dopaming, serotonina y amincacides tales como
glicina y prolina. Los componentes estructurales comunes incluyen doce putativos dominios transmembrana de o-
hélice, extremos N y C citoplasmicos y un gran bucle exiracelular glucosilade gue separa ips dominios
transmembrana tres ¥ cuatro. Esta familia de proteinas homdlogas deriva su energia del cotransporta de iones Na* v
Cl con el naurntransmisar en la célula {ransportadores de neurotransmisores Na“/Cl). La sequnda familia incluye
transportadores para aminoacidas excitadores como giutamato. Los compaonentes estructurales comunes incluyen 6-
10 putatives dominios fransmembrana, extremos N y C citoplasmicos y glucosilaciones en los bucles extracelulares.
lLos transportadores de aminoacidos excitadores no dependen de Ch y pueden requerir iones intracelulares de K+
{transportadores de neurotransmisores Na+/K+) {Liu, Y. ef al, (1998} Trends Cell Biol. & 358-363).

Los transportadores de neurotransmisores gue pueden ser dianas de los agentes de selectividad de 1a invencidn
también incluyen transportadores de neurolfransmisores presentes en membranas de wvesiculas intracelulares,
tipicamernie vesiculas sinapticas, cuya funcion primaria es concentrar neurctransmisores del citoplasma en la
vesicuta, antes de la exocitosis del contenido vesicular durante ia transmisidm sindaptica. Ef transporte vesicular usa
el gradiente selectroquimico a través de la membrana vesicular generade por una H+-ATPasa. Dos familias de
proteinas estdn implicadas en el transporte de neurotransmisores a vesiculas, Una familia usa principaimente el
intercambio de protones para dirigir el fransporte en las vesiculas secreforas e incluye los transportadores para
monoamings y acetiicolina, Por gjemplo, los transportadores de monoaminas intercambian dos protones luminales
por cada molécula transmisor citoplasmico. La segunda familia incluye los transportadores de GABA, que se basan
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en ia carga positiva en el interior de ks vesicula sinaptica. Las dos clases de fransportadores vesiculares no
muestran similitud de secuencia entre si y tienen estructuras diferentes de las de transportadores de la membrana
plasmatica {Schioss, P. et al. {1894) Curr. Opin. Cell Biol. 6: 535-589; Liu, Y. et al. (1889} Trends Cell Biol. 9; 356-
363).

El agente de selectividad no es un peptido.

Los tipos especificos de transporiadores de neurctransmisores que pueden ser diana de los agenies de selectividad
incluyen transporladoves de dopaming (DAT), transporiadores de serotonina {SERT) y transporiaderes de
norepinefrina (NET).

Eif térming "transportador de dopamina” o "DAT” 0 "SCLBA3" se refiere a una moiéoula que &s una proteina integral
de membrana gue transporia el neurotransmisor dopamina desde el espacio sinaptico y o deposita en las células
circundantes, terminando asi la sefal del neurotransmisor, El gen del SLCBA3 humaneo (familia de transportador de
soluto 8, tfransportador de neurotransmisor, dopaming, miembro 3} esta depositado en NCBI GenBank (versién
fechada el 7 de octubre, 2012) con &l ndmero de acceso NG_015885.1, y el ARNm de SLCBA3 humano estd
depositado con el nimero de acceso NM_001044.4. La proteina del transporiador de dopamina humano esta
depositada en GenBank on af nimer de acceso NP_001035.1.

Ef térming "transportador de serotoning” o “SERT” ¢ "SLCBA4L”, comio se usa en el presente documento, se refiere a
un polipéptido que s una proteina integral de membrana que transporta el neurotransmisor serotenina del espagio
sindptico a las neuwronas presinapticas. El gen humano de SLC6A4 (familia de transportador de soluto 4,
transportador de neurotransmisor, serotoning, miembro 4) estd depositado en NCB! GenBank {versién fechada e 21
de octubre, 2012) con el numero de acceso NG_011747.1 y el ARNm de SCLEA4 humano estd deposilade en el
numero de acceso NM_{001045 4. La proteina humana del transportador de serotonina esta depositada en GenBank
con el nimero de acceso NP_001638.1. Las secuencias de SERT humana, de rata, raton y bovina se proporcionan
en [a base de datos SwissProt con los numeros de acceso P3I1645, P31652, Q60857 y QeXT44 respectivamente,
De forma simitar a los acidos nucleicos gue se dirigen al ADNc de 5-HT 4R, cualquier regidn del AONC de SERT
puede ser diana siempre que produzea una inhibicidn sustancial de los niveles del ARNm correspondiente o la
proteina codificada por dicho ARNm. De esta manera, se pueden identificar los acidos nucleicos especificos de
SERT adecuados como se ha descrito anteriormente midiendeo los niveles del ARNm de SERT o la proteina SERT
en celulas gue expresan SERT después de haber puasto en contacto dichas céiulas con el acido nucleico a prabar.

El términe “fransportador de norepinefrina” o "“NET”™ o "SLCBAZ” se refiere a una moléoula que es una proteina
transmembrana que transporta norepinefrina sindpticamente liberada de vuelta a fa neurona presingptica. El gen
humano de SLCEAZ (familia de transportador de scluto B, transpartador de neurctransmisor, noradrenaling, miembro
2) esta depositado en NCB! GenBank (version fechada e 21 de octubre, 2012) con &l ndmero de acceso
NG_016869.1. Cuatro transcritos estan depositados en GenBank para el transportador humano de narepinefring, La
variante 1 dei transcrito de ARNm (ARNm1) es ia varianie de transcrito del ransportador de norepinefrina humano
que codifica la isoforma mas larga o isoforma 1. Este ARNm1 esta depositado en GenBank con el namero de acceso
NM_001172504.1. La variante 2 del transcrito de ARNm {ARNmM2) es la variante de transorifo gue tigne un exon 3
altermnative que incluye la region codificanie en comparacion con la varante 1. Este ARNm2 esta depositado en
GenBank con e numers de acceso NM_001172501.1. La variante 3 del transcrifo de ARNm (ARNm3) es la variante
de transcrito gque tiene un exon 3’ altemativo que incluye la region codificante en comparacion con ia variante 1. Este
ARNmM3 esta depositado en GenBank con el namern de accespe NM_001043.3. La variante 4 del transorito de ARNm
(ARNm4) es una varante de transcrito que tiene secuencias 5 y 3° alternativas que incluyen las regiones
codificantes § y 3’ en comparacion con la variante 1. Este ARNmM4 es1a depositado en GenBank con el nimera de
acceso NM_001172502.1. Cuatro isoformas de proteina humana estan depositadas en GenBank, con los nimeros
de acoeso, NP_001165975.1, NP_001165972.1, NP_001034.1 y NP_001185873.1.

Ef agente de seleclividad &5 un inhibidar de recapiacidn triple tiene [a siguiente estructura ()

R, R2
~
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M
en donde

no msoen numeros enteros gue tiene cada uno un valor entre 0 y 8, inclusive;

p s un numerp entero que tiene un valor entre 0 y 4, inclusive;

R4 es hidrogeno; alifatico ciclice o aciclico, sustittiido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; hetergalifatico cidlico o
aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ranvficar; acilo sustituido o sin sustituir, rantificade o sin ramificar;
arilo sustifuido o sin sustituir, ramificade o sin ramificar, heteroarilo sustituido o sin sustituir, ramificado ¢ sin
ramificar; -C{=0)R,; -COzR,s; ~-C{=ON{RL): 0 ~C(Rs}:; en dande cada aparncion de R, es independientemente un
hidrégeno, un grupo protector, una fraccion alifatica, una fraccidn heteroalifatica, una fraccidn acilo, una fraccion
arflo; una fraceion heteroaile; alcoxi; ariloxi; alquiltio; ariltio; amino, alquitamino, digiquilamino, hetercariioxe, o
fraccitén heteroariitio;

R» es hidrégeno; alifatico ciclico o acidlico, sustityido o sin sustifulr, ramificado o sin ramificar; heteroalifatico ciglice o
aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustitiddo o sin sustituir, ramificada o sin ramificar;
arilo sustituido o sin sushituir, ramificade o sin ramificar; heterparilo sustituido o sin sustituir, ramificade o sin
ramificar; ~-C{=0Ry, -CORy; ~C{=OIN(Rp)» 0 -C(Rp):; en donde cada aparicion de Ry es independientemente un
hidrogeno, un grupe proatecior, una fraccion alifatica, una fraccidn heteroalifatica, una fraccidn acilo, una fraccion
arlle; una fraccion heteroarilo; alcoxi; arflox; alquiltio; arillio; amino, alguifaming, dialguilamine, heteroariioxe; o
fraccidn hetergariltio;

R: es hidrdégeno, haldgeno; alifalico ciclico o acichoo, sustituide ¢ sin sustifuir, ramificado ¢ sin ramificar;
hetergalifatico ciclico o aciclico, sustifuido o sin sustituir, ramificade o sin ramificar; acilo sustituide o sin sustituir,
ramificade o sin ramificar, arilo sustituido ¢ sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heterparilo sustiiuide o sin
sustituir, ramificado o sin ramificar; -ORg; -CEOR; -C02Re; -GN, -SCN; -8R, -S0ORq; 80:Rq; -NOyz; -Na; -N{Re)z,
-NHC (=R, -NRCEOINR)z, -OC{=0)0R,; -OC(E0OIR,, -OC=EON(Re)2 -NRC{=O)OR:, 0 -C(Rc)s; en donde
cada aparicion de Re es independientemente un hidrdgeno, un grupo protector, una fraccién alifatica, una fraccion
heteroalifatica, una fraccidn acilo, una fraccion arilo; ung fraccién heteroadlo; alcoxd; artloxd; alguiltio; aritio; amino,
alguitarnino, dialguilamino, heterganioxo; o fraccitn heteroariltio;

R. es arilo sustituido o siiy sustituir, ramificado o sin ramificar; o heteroarilo sustituido o sin sustituir, ramificads ¢ sin
ramificar;

Rs es hidrégeno, haldgeno; alifatico ciclico o aciclico, sustituide o sin sustituir, ramificado o sin ramificarn,
heteroalifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificada 6 sin ramificar; acilo sustituida o sin sustituir,
ramificade o sin ramificar, anlo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heteroarilo sustituido o sin
sustituir, ramificado o sin ramificar; ~-ORg, ~-C{=0)Rg; ~-CO2Rx; -CN,; ~8CN; -SRg; -SORg; 80,Rg; -NQOz; ~Na: -N{Rg)a;
SNHCEOIR:, -NReC{=OINIREe):, ~-OCEQIOR:; -OLEOR:, ~-QC{=OIN{RE):; -NR=C=OI0ORE, ¢ -C{Re); en donde
cada aparicidn de Re es independientementes un hidrogeno, un grupo protector, una fraccidn alifatica, una fraccion
heterpalifatica, una fraccion aclo, una fraccion arilo; una fraccidn heleroarilo; alcoxi; arioxi; alguiltio; aritio; amino,
alquitamino, dialguilamino, helergarioxo; o fraccion heteroariltio; y formas farmacéuticamente aceptables del misma.

Ei término “triple inhibidor de recaptacion” o “TRI", también conocido como inhibidor de fa recaptacion de serotoning,
novepinefrina y dopamina (IRSND), se refiere a una molécula que simultdneamente actia comn inhibidor de la
recaptacién para 08 neurotransmisores monoarmina, serotonina (5-HT}h norepinefrina (noradrenalina, NA) vy
dopamina (DA), dlogueando la accién del transportador de serotonina (8ERT), el transpertader de norepinefrina
(NET) y el transportador de dopamina (DAT), respectivamente. Esto a su vez, produce concentracionas
intracelulares aumeniadas e estos neurotransmisores vy, por tapto, un aumenio en la neudrotransmision
serotoninérgica, noradrendrgica o adrenérgica y dopaminergica. En una forma de realizacion pardicular, el triple
inhibidor de recaptacion de la invencion, es un triple inhibidor de la recaptacion de dopamina, serotonina vy
norepinefrina.

El término "doble inhibidor de recaptacion” se refiere a una molécula capaz de inhibir la recaptacion para dos

transportadores de neurotransmisores simultaneamente. En una forma de realizacion particular, el inhibidor doble de
recapiacion de la invencién es un doble inhibidor de recaplacidn de norepinefrina v dopamina.

Ei termino “inhibidor Onico de recaptacion” se refiere a una molécula capaz de inhibir Ia recaptacion de un
transpostador de neurotransmisor particular, En una forma de realizacion particular de 1a invencion, El inhibikdor Gnico
de recaptacion es un inhibidor Gnico de recaptacion de dapamina,

Ei término “inhibidor de la recaptacion de dopaming” o "IRD" actta como un inhibidor de recaptacion para el
neurotransmisar dopamina blogueando la accidn del transportador de dopamina {DAT). Esto a su vez produce
conceniraciones extracelwares aumentadas de dopaming y por lo tansic un aumento en la neurotransmision
dopaminérgica. Los IRD -adecuados incluyen, sin  limitacion, farmacos  fales  como  aminepting,
Benzatrapina/Benziropina, Bupropion, dexmetilfenidato, Eskeiamina, Etibenzatropina®thybe, Panalida,
Fencamfaming, Fencamina, Ketamina, Lefetamina, Medifoxamina, Mesocarb, Metilfenidato, Nefopam, Nomifensina,
Pipradrol, Prolintano, Pirovalerona, Tietamina y Tripelenamina; producios quimicos de investigacion tales como
aliropano, acido amfonélico, bencciclidina, brascofensina, bromantano, DBL-583, dicloropane, diclofensina,
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Dieticiclidina, difluoropina, gaciclidina, GBR-12.935, indatraling, yoflupano, yometopano, manifaxina, radafaxinag,
tameltraling, tesofensina troparit y vanoxerina. Los IRD adecuados se pueden identificar usando 8nsayos qua conoece
el experto en la materia tales como la determinacion de la capacidad del putativo IRD de inhibir la captacion de alta
afinidad de la dopamina por preparaciones sipnaptosdmicas preparadas de cuerpo estriado de rata llevados a cabo
como se describe usando métodos publicados por Kula et al., (Life Sciences 34: 2567-2575, 1984).

Ef termine “inhibidor de la recaptacion de norepinefrina-dogamina” o "IRND", como se usa en el presente documento,
se refiere a un compueste que actta como un inhibidor de recaptacion para los neurotransmisores norepinefring y
dopamina blogqueande la accion del transportador de norepinefrina (NET) y el transportador de dopamina (DAT),
raspectivamente, Esio a su vez produce conceniraciones extracelulares aumentadas tanto de norepinefrina camo de
dopanmina y por o tanto un aumento en las negrotransmisiones adrenérgica y depaminérgica. Los IRND adecuados
para su uso en {os conjugados de {a presente invencidn incluyen, sin limitacion, Amineptina (Survecior, Maneon,
Directin}, Bupropion {(Welibutrin, Zyban), Dexmetilfenidato {Focalin), Fencamfamina (Glucoenergan, Reactlivan},
Fencamina {Alimina, Sicoclor), Lefetamina (Santenol), Melilffenidate (Ritalin, Concerta), Nomifensina {(Merital),
Pipradrol (Meretran), Prolintane (Promotil, Katovil), Pirovalerona (Ceniroton, Thymergix), Nefogam (Acupan),
adhiperforing {encontrada en Hypescum perforatum (hierba de san Juan)), hiperforina (encontrada en Hypericum
perforatum  (hietba de  San  Juan)), Cocaina, Desoxipipradrol (2-DPMP),  Difenifprolinol  (D2PM),
Metilenedioxipirovalerona (MDPV), Cllobamina, Manifaxing {GW-320.658), Radafaxina (GW-353,182), Tametraling
(CP-24,441}.

Ei terming “inhibidor de la recaplacion de serotoning” o "IRS” se refigre a una moléoula que es capaz de bloquear la
captacidén de serotonina ¢ incluye tanto inhibidores selectivos de la recaptacién de seroionina (I5RS) {que bloquean
especificamente la captacidn de serotoning sin afectar sustancialmente a otres neurctransmisores) asi como
inhibidores no selectivos de la recaptacion de serotonina tal como el inhibider de 1a recaplacion de serstonina-
norepinefrina (IRSN) o el inhibidor de la recaptacion de serptonina-narepinefrina-doparmina (IRSND).

El término “inhibidores selectivos de la recaptacion de seroionina® o "ISRS" se refiere a inhibidores selectivos de la
recaptacion de ssrotonina sin afectar sustancialmente la recaptacidon de obros neurotransmiscres o sistemas
transportadoras. Estos compuestos actGan principaimente en la célula serotoninérgica presinaptica produciendo un
aumento en el nivel extraceiular del neurotransmisor serotonina, aumentado por ello el nivel de serotonina disponible
para unirse al receptor postsinaptice e invirtiendo el efecto de la deficiencia de la actividad de este sistema de
neurctransmisor monoaminergico en al cerebro. Ejemplos Hustrativos no limitantes de iISRS incluyen seriratina (CAS
796817-98-2), un andlago estructural de ia sertraling, fluoxetina {CAS 54810-89-3), fluvoxaming (CAS 54738-18-3},
paroxetina {CAS 61869-08-7), indapiina (CAS B3758-79-2), zimeldina (CAS 56775-88-3), citalopram (CAS 59728-33-
8) y escitalopram {CAS 219861-08-2). Los ensayos para determinar si un compuesto determinado acttia como un
iSRS son, por gjemplo, la capacidad de reducir 1a captacidn ex vive de serctonina y de antagonizar el sfecio de
reducic la serotonina de p-cloroanfetamina sin afectar a la captacion en corazdn de rata de PHinorepinefrina como se
describe esenciaimente en Koe et al. (. Pharmacol Exp, Ther., 1983, 226,686-700).

Ei término “inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefring” o “IRSN" se refiere a una familia de compuestos
que son capaces de inhibir la recaptacion de serotonina bloqueando el transportador de serotoning y la recaptacion
de norepinefring bloqueando el transportador de norepinefring. Este familia incluye compuestos lales como
veniafaxina (CAS 83413-69-5), desvenlafaxina (CAS 93413-62-8), duloxeting (CAS 116533-58-4), miinacipran (CAS
§2623-85-3), sibutramina (108650-56-0), tramadol (CAS 27203-92-5) y bicifadina (CAS 71195-57-8). Los ensayos
para determinar si un compuesto determinade actta como un IRSN son, por ejemplo, 1a capacidad de reducir |3
captacion de serotoning y norepinefrina por sinaptosomas de cerebro como se describe esenciaimente en Bolden-
Watson C, Richelson E. {Life Sci. 1983;52(12):1023-3). Un tipo particular de IRSN son antidepresivos triciclicos qus
son IRSN que tienen una estructura molecular genersl que comprende tres anilios. Entre los antidepresivos
triciclicos son prominentes los triciclicos lineales, por ejemplo, imipramina, desipraming, amitriptilina, nortriptiling,
protripilina, doxepina, kelipramina, mianserina, doliepina, amoxapina, dibenzepina, maelitraceno, maprotiiing,
flupentixol, azafeno, tianeplina y compuestos relacionados gque muestran una achvidad similar. Las inciclicos
angulares incluyen indrilina, clodazona, nomifensina y compuestos relacionados. Se ha mostrade gue una variedad
de otros antidepresivos estructuralmente diversos, por ejemplo, iprindol, wellbatring, nialamida, milnaciprano,
fensizina y tranilcipromina producen actividades similares. Son funcionaimente equivaienies a los antidepresivos
triciclicos y por lo tanto estan incluidos en el ambito de la invencidn. De esta manera, el presente invenior pretende
que &l término antideprasivo triciclice abarque una clase amplia de antidepresivos desoritos anferiorments jundo a
campuestos relacionados que comparien 1a propiedad comdn de que todos poseen actividad antidepresiva v que
incluye, sin limitacion, compuestos tales como amitriptiting, amitriptilinoxide, carbamazepina, butriptitina,
clomipraming, demexiptiina, desipramina, dibenzepina, dimetacring, dosulepina/dotiepina, Daxeping, Imipramina,
frmipraminoxide,  lprindol,  Lofepramina, Melitraceno, Metapramina, Nitroxazepina, Nortiptiing, Noxiptilina,
pregabatina, Propizepina, Protriptiina, Quinupramina y Trimipramina.

Ei términe “inhibidor de la recaptacion de noradrenaiing®, "IRN”, IRNE", “inhibidor de la recaptacién adrenérgica’ o

“IRA" se refiere a una familia de compuestos que son capaces de bloquear la recaptacion de noradrenaling y
adrenalina blogueands la accion del transportador de norepinefrina (NET). E£sla familia de compuesios incluye los
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IRN selectivas que bloquean exclusivamente el NET sin afentar a otros fransportadores de monoaminas, asi como
RN no selectivas tales como los IRSN, que bloguean el transpodador de norepinefring y el transportador de
sergtonina {véase anteriormente}, los inhibidores de ia recaptacion de norepinefrina-dopamina (IRND), que bloguean
los transportadores de norepinefrina y dopamina {véase posteriormente), antidepresivos triciclicos (véase
anteriormente). Los INR selectivos adecuados para la  presente  invencidn  incluyen  sin limitacion,
Atomoxstina/Tomoxetina (Stratlera o CAS 830153-28-3), Mazindo! (Mazanor, Sanorex p CAS 22232-71-8),
Reboxeting {Edronax, Vestra o CAS 98819-76-2) y Viloxazina (Vivala or CAS 46817-91-8).

En una forma de realizacidn mas preferida de a invencian, el agente de selectividad del conjugado de la invencion
es un inhibidor triple de recaptacion gue tiene la siguisnte estructura (U}

N

"”Ig i 3g

cl
Cl
{n

en donde ef agente de selectividad gue tiene la estructura {11) también se conoce como (1R, 38)-3-3 4-diclorofenil)-
M-metik2, 3-dihidro-1H-inden-1-antina 0 indatrabna.

A.2. El acido nucleico del conjugadn de la invencion

Ef segundo componente del conjugado segun la presente invencidn es un acido nucleico que es capaz de unirse
especificamente a una molécuia diana que se expresa en la misma célula que el transportadar del neurotransmisor,
en donde dicha molécuia diana es asinucieing o el ARNN que codifica a-sinuciging.

El terming “alfa-sinucleina”, como se usa en af presente documento, sa refiere a un polipéptide de la familia da
miembros de sinucieina (a-sinucleina, 8-sinucleina y y-sinucleina) que contiene un motivo de unidn a lipido alfa
helicoidal muy conservado con similitud a fos dominios de unién a lipidos de la clase AZ de las apolipoproteinas
intercambiables v que s0n capaces de formar agregados intracelulares conecidos como cuerpos de Lewy gue
aparecen en ciertas enfermedades neuronales tales como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer
y la enfermedad de cuerpos de Lewy.

Las secuencias de a-sinucleina humana, de rata, ratdn y bovina se proporcionan en ia base de datos SwissProt con
los numeros de acceso P37840, P37377, 055042 y Q3TOGE, respectivamente. De forma similar a los acidos
nucigicos gue se dirigen al ADNe de 5-HT«R, los acidos nucleicos especificos de g-sinuciainag se puaden identificar
0 seleccionar usando cualguigr mélode descrito anteriormente vy ensavar su capacidad de inducir una inhibicidn
sustancial en los niveles del ARNm correspondiente o la prateina codificada por dicho ARNm. De esta manera, se
pusden identificar dcidos nucleicos adecuados especificos de a-sinucieing como se ha descrite anteriorments
midiendo los niveles del ARNmM de a-sinucleing o la proteina a-sinucleing en células que expresan a-sinucleing
después de haber puesto en contacio dichas células con el &cido nucleico gue se va a ensayar.

Tipicamente, el acido nucleico de i3 invencidn es capaz de inhibir [a fuacion de la mekécula diana, es decir, de inhibir
la a-sinucleina. Por tanto, si fa molécula diana es el ARNm de a-sinudleina, entonces el acido nucleico actia
inhibisndo {a traduccién del ARNm de a-sinucleina o que produce una disminucion en los niveles de la proteina a-
sinucleina codificada por ef ARNm. Si la moiécula diana es la proteina a-sinucleina, erdonces el acido nucleico
{tipicamente un aptamero) actua inhiblendo ia actividad de 1a proteina.

El término “acido nucleico”, como se usa en f presente documento, se refiere 2 un polimere que tiene dos o mas
moléculas de desoxirtibonurledtidos, rbonucledtidos o analogos de nucledtidos asi como meléculas que son
estructuralmente similares a un acide nucleice nativo, pero se diferencian del acido nucleico native {por sjemplo,
mediante modificacion quimica) en unc o mas dal esqueleto del acido nucleico (por ejemplo, fosfato en acidos
nucieicos natives), azucar del dcido nucleico (por ejemplo, desoxinibasa para ADN nativo y ribosa en ARN native) y
base del dcido nucleico (por gjemplo, adenosing, citosing, guanina o timidina en acidos nucleicos nativos).
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Ei oligonucledtide puede sar un oligonuciediido bicatenario ¢ monocatenario incluyendo, sin limitacion, ARN
interferente pequefio (ARNIp). ARN horquillade corto (ARNDG, microARN (mIARN), oligonucledtidos antisentida o
ribozimas. Si se usan Acidos nucleices bicatenarivs, eslos comprenden una primera hebra sentido que es
complementaria al acido nucleico diana y una segunda hebra antisentido que es complementaria a la sentido, gue
permite [a formacion del ADN bicatenario mediante 1a formacion de pares de bases de |la primera y segunia hebra.

El término "hebra antisentide” se refiere a ia hebra de un acide nucieice bicatenario que incluye una regidn gue es
sustancialments complementaria a una secuencia diana. Donde la regidon de complementariedad no es
completamente complementaria a la secuencia diana, los malos emparejamisnios son mas iolerados fuera de los
nuciedidos 2-7 del extremo § de la hebra antisentide. El térming “hebra sentide”, comoe se usa en e presents
documento, se refiere a la hebra de un ARNDG que incluye una region gue es sustancialmente complementaria a una
region de la hebra antisentido.

En una forma de realizacidn particular de i3 invencitn, 3 secuencia de acido nucleito gue s capaz de unirse
especiticamente a una molécula diana que se expresa en la misma célula que & transportador de neuratransmisor
se selecciona del grupe gue consiste en un gapmers, ARN de interferencia bicatenario, ARN bicatenario con
actividad microARN, un oligonucledtido antisentido, un antiMicro ARN, preMicro ARM, un ARNmM gque codifics
microARMN o ARNhe, un APN, un ANB, una rbozima y un aptamera.

Un “oligonuciedtide antisentido”, como se usa en sl prasente documento, incluye ofigonucledlidos antisentido o
sentido gue comprenden una secuencia de acido nucleico monocatenario {ya sea ARN o ADN} capaz de unirse a
secuencias de ARNm {sentido) o ADN {antisentide) diana. Se dasoribe la capacidad de derivar un oligonucledtido
antisentido ¢ sentido, basado en una secuencia de ADNC que codifica una proteina determinada en, por gjempio,
Stein y Cohen, Cancer Res, 48:2658, (1988) y van der Krol et al.. BioTechniques 6:958, (1388).

Como se usa en el presente documento, el término “ribozima® o “enzima de ARN® o "ARN catalitico™ se refiere a una
mokicula de ARN que cataliza una reaccidn guimica. Muchas ribozimas naturales catalizan la hidrdlisis de uno ¢
mas sus propios entaces fosfodiéster o la hidrélisis de enfaces en ofros ARN, pero también se ha encontrade gus
catalizan la actividad aminotransferasa del ribosoma, la actividad ligasa de una ADN ligasa y un numero de otras
reacciones quimicas realizadas por enzimas proteicas convencionales.

Un “aptamero” como se usa en el presante documento, sa refiere a un ligando de acido nucleico que se une a mas
de un sitio en una molécula diana donde a unidn no es "complemeantania’, es decir, no se debe a la formacion de
pares de hases entre un ligando acido nucleico vy una secuencia diana de dcido nucleico. Se puede disefiar un
aptdmere gue se una a cualquier diana previsible, incluyendo polipéptidos. Los aptdamerss ofrecen la utilidad para
aplicaciones biotecnoldgicas vy terapéuticas ya gque ofrecen propiedades de reconocimianio molecular gue rivalizan
con la de ta biomolécula nomalments wsada, anticuerpos. Ademas de su reconocimienio seleclive, 10s aptameros
ofrecen ventajas sobre los anticuerpos ya gue se pueden manipuiar completamente en un tubo de ensayo y se
producen facimente mediante sintesis quimica, poseen propiedadas de almacenamignio deseables y provocan poca
¢ ninguna inmunogenicidad en aplicaciones terapéuticas. Los aptamerss se pueden sintetizar medianie rondas
repetidas de repario in vifro, seleccion y amplificacidn, una metodalogia conocida en ef estado de la técnica como
*SELEX” (siglas en inglés de evolucion sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial) (Shamah et
al, Acc. Chem. Res. 2008, 41 pp. 130-8). De forma altemativa, se pueden sintetizar, por ejemplo, mediante fase
sdlida por etapas.

El acido nucieico de la invencion puede contener una o mas modificaciones en las nucleobases, en 108 azicares y/o
en los enfaces entre nucledtidos.

Las modificaciones 3 uno o mas residuns del esquelete de 1os 3cidos nucleicos pueden comprender una o mas de
las siguientes: modificaciones del azucar en 2° tal como 2-O-matil (2-0OMe}, 2-O-metoxietil (2-MOE), 2'-O-
metoxietoxi, 2'- fluore (2%-F), 2%allil, 2-0-{2-(metilamino}2-oxoetil], 2-O-(N-metilcarbamato);, modificaciones del
azucar en 4 incluyendo 4'-tio, puente 4-CH-0-2' puente 4-{CH).-0-2'; dcido nucleico bloqueado (ANE); acido
péptido nuclsico (APN); acido nucleico intercalants (INA), acido nucleico intercalante enrollade (TINA); &cidos
nucieices de hexitol (HNA), acido arabinonucleico (ANA), acidos ciclohexano nucleicos (CNAY, acido
ciclohexenilnucleico (CeNA), 4cido treosl nucleico {TNA); oliganudedtidos morfolinos, Gap-meros; Miemeros,
icorporacion de paptidos ricos en argining; adicidn de 5'-fosfalo a ARN sintéticos; aptdmeros de ARN {Que-Gewirth
NS, Gene Ther. Feb 2007,14(4):283-91); aptameros de ARN regulados con antidotos en &l sujefo del aptamero de
ARN especifico {ref. Oney 8, Cligonuciectides. 2007 Fall; 17(3%.265-74) o cualguier combinacion de los mismos.

Las modificaciones a uno 0 mas eniaces de nucledsidos de fos acidos nucieicos pueden comprender una o mas de

las siguientes: fosforotioate, fosforamidate, fosforodiamidato, fosforoditicato, fosforoselenoato, fosferodiselenoato,
fosforoanilotioato y fosforanilidato, o cualquier combinacian de los mismos.
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Un acido nucleico blogueado (ANB), con frecuencia denominado ARN inaccesible, es un nucledtide de ARN
madificado. £l grupoe ribosa de un nucledtide ANB se modifica con un puente extra gque une fos carbonos 2 y 4
(puente O C4-metilenn). Ef puente "bloguea” la ribosa en la conformacion estructural 3-endo, que con frecuensia
se encuentra en fa forma A del ADN o ARN. Los nucledtidos ANB se pueden mezclar con bases de ADN o ARN en
el acido nucleico cuando se desee. Tales oligdmeros estdn comercialmente disponibles. La conformacion bloqueada
de la ribosa aumenta el apilamiento de bases y ia preprganizacion del esqueleto. Esto avimenta significativaments 13
estabilidad térmica (temperatura de fusién) v la afinidad de hibridacidn de acidos nucleicos modificados can ANE,
ademas de tener capacidades mejoradas en la discriminacion a malos emparejamienies. Estas propiedades los
hacen muy Gtiles para téenicas antisentido. Ademas, los ofigonuciedtides ANB anti-miR se han probado en primates
con resultados esperanzadores y baja taxicidad.

Un acido péptido nucleico (APN;) &s un polimere artificiaimente sintetizado similar a ADN o ARN y se usa en
investigacion bioldgica y tratamientos médicos. No se sabe gue el APN se produzea de forma natural. Ei ADN y ARN
tienen un esgueleto de aztcar desoximbosa y ribosa, respectivamente, mientras que el esqueleto de AFN ests
compuesin de unidades repetitivas de N-{2-aminoetii-glicing unidas por enlaces peptidicos, Las diferentes bases de
purina y picimiding estan unidas al esqueteto por enlaces metilen-carbonifo. Los APN se regresentan como péptidos,
con el Nterminat en la pamera posicion (izquierda) y el C4derminal a la derecha, Puesto que el esgueleto del APN no
contiene grupoes fosfato cargados, ia union enire las hebras APN/ADN es mas fuerte que entre 1as hebras ADN/ADN
debido a fa falta de repuision electrostética. Las molgculas de bases mezcladas de APN son imitadores verdaderos
de las moléculas de ADN en términes de reconocimiento de pares de bases. La union APN/APN es mas fuerte que
f& unign APN/ADN.

Los morfolines son maoleculas sintéticas que son el producto de un redisefio de la estructura natural del acido
nucieico. Estructuralmente, la diferencia entre morfalinos y ADN o ARN es que mientras los morfalinos tisnen
nucigchases estandar, esas bases estan unidas a anillos de 8 miembros de morfolina en lugar de a anilios de
desoxirribosainibosa y los enlaces fosforodiamidate no idnicos entre las subunidades reemplazan oz enlaces
fosfodiéster anidnicos. Los mworfolinos se dehominan algunas veces PMO (oligonudiedtido fosforodiamidate de
maoarfolingd. El anilio de morfolina de 6 migmbros tiene a formuia quimica O-{CH-CHzz-NH.

Los gapmeros o “compuestos oligoméricos con huecos™ son sondas oligonuclectidicas guimeéricas de ARN-ADN-
ARN, donde se insertan ventanas o ‘huecos’ {'gaps’) de ADN en un oligonuckedtide de ARN de otra manera normal o
modificado conocidas como "alas”. Esta modificacion aumenta la estahilidad del aligonuciedtido  vivo v 1a avidez de
la interaccion de la sonda con lg diana, de modo gue se pueden usar sondas mas cortas de farma eficaz.
Preferibiemente, las alas son oligonuciedtidos 2'-O-metit (OMe) o 2-O~metoxietil (MOE) modificados que protegen el
blogue intemo de la degradacién por nucleasas. Ademas, los nucledtidos que forman el hueco o las alas pueden
estar wiiidos por enfaces fosfodigster 0 por enlaces fosforolioato, que fos hace asi resistentes a la degradacion por
RNasa. Ademas, los nucledtidos gue forman las alas tambign pueden estar modificados por incorporacion de bases
unidas por enlaces 3’ metiifosfonato.

La expresion “interferencia por ARN™ o ARNI es un proceso de represion génica postranscripcional especifica de
secuencia que se produce en células sucariotas. En general, este praocesa implica la degradacion de un ARNm de
una secuencia particular inducida por ARN hicatenario {ARNbc) que es homologo a esa secuencia, Este ARNbe es
capaz de producir sllenciamiento de la expresion génica convirtiende dicho ARN en ARNip por medio de una RNasa
de tipo Il (Bicery. Una de las hebras del ARNip se incorpora en un compisjo de ribonuclecproteina denominado
complejo de silenclamiento inducide por ARN (RISC). El complejo RISC usa esta Gnica hebra de ARN para
identificar moléculas de ARNm que son ai menos parcialmente complementarias a la hebra de ARN del ARNip
incorporado en ef RISC gue se degradan o experimentan una inhibicion en su traduccion. Por tanto, la hebra del
ARNip gue se incorpora al RISC se conoce come hebra guia o hebra antisentido. La ofra hebra, gque se conoce
como hebra transitoria o hebra sentfido, se eliming del ARNip y es parcialments homdloga al ARNm diana. La
degradacién de un ARNm diana mediante el complejo RISC produce una reduccion en los niveles de expresion de
dicho ARNmM y {a proteina correspondiente codificada por & mismp. Ademas, RISC también puede producir &
reduccion en a expresidn por medio de la inhibicidn de fa traduceion del ARNm diana.

Ei acide nucieico de los conjugados de 1a invencion &s capaz de univse especificamente a ia molécula diana a-
sinucleina que se expresa en la misma céhda que el transporiador del neurotransmisor seleccionado del grupo gue
consiste en DAT, SERT v NET. La union del dcido nucleico a la molécula diana se puede producir a lravés de
inferacciones de Watson-Crick en dende la molécula diana es un acido nucleico gue conliene una secuencia que es
complementaria a la secuencia del acido nucleico. De forma alternativa, cuando la molécula diana es un polipéptido,
el acido nucleico de los conjugados de la invencion también puede interaccionar con dicha moiécula, en cuyo caso €l
acido nucleico-actua como un aptamero.

Ei acido nucleico comprendido por el conjugado segln la presente invencidon especificaments se une a aifa-
sinucleina en particular una regién diana del ARNm de alfa-sinucleina. Por tante, cuando el acide nucleico
comgrendido por el conjugado de la invencidn se une al ARNm de alfa-sinucisina, dicho acide nucleico se dirige a
una region del ARNm de alfa-sinucleina seleccionada del grupe gue consiste en una regién localizada en las
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posiciones 448-465 (SEQ 1D NO: 4}, 499-518 (SEQ 1D NO: 5) y 502-518 {(SEQ ID NO: 6) del ARNm de alfs-
sinugleina humana en donde la numeracion corresponde a la posicion con respecto al primer nuciedtide en la
secuencia de alfa-sinucleina como se define en el niimero de acoeso de NCBI NM_D00345 (SEQ D NOL 7).

Los términos “silenciar” e “inhibir la expresidn de”, “disminuir ia expresion de”, "suprimir 1a expresion de” y similares,
an fanto que se refieren a un gen diana, se refieran en el presente documento a |a supresion al menos parcial de 3
expresion de un gen digna, manifestado mediante la reduccidn de ia cantidad de ARNm diana, que se puede aislar
de una primera ¢élula ¢ grupo de células en las que se transcribe ¢l gen diana v que se ha o han tratado de modo
gue se inhibe la expresion de un gen diana, en comparacién con una segunda célula o grupo de células
sustanciaiments idénticas a la primera célula o grupo de céiulas pera gue no se hia o han fratado {células controly, El
grado de inhibicidn normalmenie se expresa en términos de:

[(ARNm en célutas controf) - (ARNM en células tratadas)y™ 100 por ciento}/(ARNm en céluias control)

De forma alternativa, e grado de inhibicion se puede dar en érminos de una reduccidn de un pardmetro gue estd
unido funcionaimente a la expresion del gen diana, por ejemplo, {a cantidad de proteina codificada por un gen diana
o &l numero de células que muestran un cierto fenotipo. En principio, se puede determinar el silenciamiento del
genoma diana en cualguier céiula que expresa ia diana, ya sea de forma constitutiva o por manipulacian genomica, y
mediante cualquier ensaya apropiado. Sin embargo, cuando se necesita una referencia para determinar si un acido
nucieico determinado inhibe la expresion de un gen diana en un cierto grado y por o tanto estd abarcade por la
prasente invencion, &l ensaya proporcionado en fos ejpmplos posteriores y los conocidas en la téenica sitven como
tal referencia. Por ejemplo, en ciertes casos, la expresion de un gen diana se suprime al menos en
aproximadamente el 5 por ciento, &l 10 por cienio, el 15 parciento, el 20 por ciento, o] 25 por ciento, el 30 por ciento,
&l 35 por ciento, el 40 por ciento, el 45 por ciento o el 50 por ciento mediante la administracion del aligonuciedtido
bicatenario. £n algunas formas de realizacion, se suprime un gen diana en al menos aproximadamerte ef 80 por
ciento, e 70 por ciento o el 80 por ciento mediante la administracion del oligonuciedtido bicatenario. En algunas
formas de realizacion, el gen diana se suprime en al menos aproximadamente el 85 por ciento, el 80 por ciento, o el
95 por ciento mediante la administracion del oligonucledtido bicatenario.

Por gjemplo, fa secuencia de acido nucleico segun la presente invencidn se puede infroducir en una célula gue
expresa el gen diana alfa-sinucleina. El nivel de ARNm del gen diana en la célula se puede detectar usando RT-
PCR, transferencia Northern o cualquier ofro metodo estandar. De formz altemativa, o nivel de polipéptido
codificado por ef ARNm diana se puede medir usando inymunotransferencia, ELISA o cuaiquier olro metodo
FMunoigico o no inmunoldgico. Un cambio sustancial en el nivel de expresion del ARNm o de la proteina
codificada por el gen diana después de |a introduccitn de la secuencia ARNip es indicativo de la eficacia de la
secuencia ARNIp en suprimir ia expresion del gen diana. En un ejempio especifico, 105 niveles de expresion de otros
genes también se controlan antes y después de intreducir 1a secuencia ARNIp. Se puede seleccionar una secuencia
ARNIp que tiene efects inhibidor sobre la expresidn del gen diana, pero no afecla significativaments 1a expresion de
otros genes. En otro ejemplo especifico, se pueden infroducir mditiples ARNip u ofras secuencias de ARNI en Iz
misma célula diana. Estas secuencias ARNIp o ARNi especificamente inhiben ia expresion de genes diana, pere no
la exprasion de otros genes. En aun otro ejemplo espesifico, se pusden usar ARNIp u otras secuencias ARNi que
inhiben la expresion del gen diara y de otro gen o genes.

Segln la invencion, el acido nucleico gque es capaz de unirse especificamente al ARNm de alfa-sinucleina se dirige &
una region del ARNm de alfa-sinucleina seleccionada del grupo gue consiste en una regién localizada en las
posiciones 448-465 (SEQ ID NG: 4); 480-516 {SEQ ID NO: §) y 502-518 {(SEQ ID NO: 6) del ARNm de alfa-
sinucleina humana en donde la numeracion comesponde a la posicidon con respecte al primer nucledtido en la
secuencia de alfa-sinucleina como se define en el niimero de acceso de NC8I NM_000345 (SEQ ID NO: 7).

En una forma de realizacion particular del conjugado de la invencion, el acido nucleico que es capaz de unirse
espacificaments al ARNm gue codifica a-sinuciaing en una regidn seleccionada del grupo que consiste en una
region localizada en las posiciones 448-465 (SEQ D NO; 4); 499-516 (SEQ ID NO; 5) y 502-519 (SEQ 1D NO: 6) del
ARNmM de alfa~sinucieina humana en donde la numeracion comesponde a la posicidn con respecte al primer
ruciedtido en la sscuencia de alfa-sinucieina como se define en el nimero de acceso de NCBINM_D00345 {SEQ 1D
NC: 7) s un oligonuciedtido antisentido o un gapmero,

Ei oligonuciedtido antisentido segin la invencion inhibe la transcripcion y/o traducsion de un acido nucleics que
codifica alfa-sinucleina cuya actividad se va a inhibir. Los acidos nucleicos antisentido se pueden unir a la diana
potencial del farmace por medio de complernentariedad de bases convencional o, por sjemplo, en sl casc de unirse
a ADN bicatenario mediante la interaccion especifica en &l surce mayor de ia doble héhkce. En general, estos
métodos se refieren a una gama de técnicas genanzlmente usadas en {a {8cnica e incluyen cualquier método gue se
base en la unidn especifica a secuencias de cligonucledidos.

Una construccidn amtisentido de la presente invencidn se puede distribuir, por ejemplo, como un plasmido de
exprasion gue, cuando se transcribe en una célula, produne ARN complementario & al menos una parte Unica del
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ARNm celular que codifica alfa-sinucleina, De forma alternativa, la construcoidn antisentido s una sonda
oligonucleotidica generada ex vive que, cuando se introduce en la célula, produne la inhibicidn de la expresion
génica hibridando con el ARNM y/o secuencias génicas de un acido nucleico diana. Tales sondas oligonucieotidicas
preferiblemente son ofigonucledtides medificados que son resistentes a nuclessas endogenas, por ejemplo,
exonucleasas y/o endonucieasas y por tanto son estables in vivo. Los ejemplos de moléculas de acido nucleico para
2l uso de las mismas como oligonuciedtidos antisentido son anadlogos de ADN de fosfaramidato, fosfotionato y
metilfosfonato {véase también las patentes en EE Ul No. 517608066; 5264564 y 5256775). Ademas, se han revisado
las aproximaciones generales para construir oligdmeros atiles en la lerapia antisentido, por ejemplo, en Van der Krof
et al., BioTechnigues 6. 958-976, 1988, and Stein et al., Cancer Res 48; 2659-2668, 19838,

Preferiblemente, se realizan primero estudios i vifro para cuantificar la capacidad de los oligonuciedtidos antisentido
para inhibir la expresion génica. Preferiblemente estos estudios usan controles que distingusn entre inhibicion génica
antisentido y efectos biologicos no especificos de los oligonuciedtidos. También preferiblernente estos estudios
comparan los niveles de ARN o proteing diana con fa de un control interne de ARN p proteina. Los resultades
chtenidos usando los oligonucledtidos antisentido se pueden comparar con los obtenidos usandoe un oligonuciedtido
control. Preferiblemente et oligonuctedtido controt tiene apraximadamente la misma longitud que ef oligonuciedtido
que se va a ensayar y la secuencia oligonucleotidica no se diferencia de la secuencia antisenticlo mas de los que se
juzgue necesario para prevenir la hibridacion especifica a 1a secugncia diana.

Ei oligonucledtido antisentido puede ser un ADN o ARN mono ¢ bicatenario o mezolas quiméricas o derivados o
versinnes modificadas de los mismos, El oligonuciedtide se puede madificar en &l grupo base, & grupo azicar o el
esqueleto de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, su capacidad de hibridacién, etc, £l
aligonucledtide puede incluir otras grupos unidos, tales como péptidas (por ejemple, para dirigirlos a los receptores
de las células huésped) o agentes para facilitar el transporte a través de la membrana celular (vease, por ejemplo,
Letsinger et al., Proc. Naill. Acad. Sci. U.S A, 86; 65536556, 1989; Lemaitre et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 648-
852, 1987, Publicacidn PCT No. WO 88/086810) o la bamera hematoencefalica {(véase, por ejemplo, la Publicacion
PCT No. WO 89/10134), agentes intercalantes (véase, por ejemplo, Zon, Pharm. Res. 5 538-549, 1988). Para este
fin, el oligonuciedtido se puede conjugar a otra moldcula, por ejemplo, un peépltido, un agente transporiador, agente
de corte desencadenado por hibridacion, eto.

Los oligonucledtidos antisentido pueden comprender al menos un grupo de base modificada. El oligonucledtido
antisentido tambign pusde comprender gl manos un grupo azdacar moedificado seleccionado del grupo gue incluye,
para no estd mitado a, arabinosa, 2-fluorcarabincsa, xilufosa y haxosa. El sligonuciedtide antisentigo también
puede contener un esgueleto simitar a un péplido neutro. Tales moléculas se conocen como oligdmeras de acido
péptido nucleico (APN) v se describen, por gjemplo, en Perry-O'Keefe et al., Proc, Natl, Acad, S¢i. U.8.A. 83; 14670,
1898, v en Eglom et al,, Nature 365; 568, 1993, En aun oira forma de realizacion, el oligonucledtido antisentido
comprende al menos un ssqueleto fosfate modificads. En adn otra forma de realizacidn, el oligonuciediido
antisentido es un oligonudedtido alfa-anomerico.

Mienfras que se pueden usar oligonucledtides antisentido complementarios a la regidn codificante de 13 secuencia
de ARNm diana, también se pueden usar los complementarios a lg regién transcrita no traducida.

En algunos casos, puede ser dificl alcanzar las concentraciones intracelulares suficientes del antisentido para
suprimir la traduccidn del ARNm endogeno. Por tante, una aproximacion prafenida usa una construccion de ADN
recombinante an ia gue se coloca el oligonucledtido antisentido bajo el control de un promotar fuerte pol il o poi il
De forma allemativa, se guede reduch ia expresion del gen diana dirigiendo secuencias de desoxiribonuciedtidos
compiementarias a la region reguladora del gen {es decir, el pramoter y/o los potenciadores) para formar estruciuras
de hélices triples gue previenen la transcripcion génica en las células diana en el cuerpo (véase, en general, Helene,
anticancer Drug Des. &(8); 589-84, 1881}, En cieras formas de realizacion, los oligonuciedtidos antisentido son
morfolinos antisentido.

Los gapmeros son sondas oligonucieotidicas guiméricas ARN-ADN-ARN, donde se insertan ventanas o ‘huecos’
(‘gaps’ en un oligonuciedtido de ARN de otra forma normal o modificade conocido como “alas’. Preferiblemente las
alas son ribonuctestidos 2-0O~-metit (OMe) o 2-O-metoxietil (MOE) modificadas que protegen &l bloque interno de la
degradacién por nucleasas. Mas preferiblemente, 1as alas son ribonucledtidos 2-0O-metll madificados. Ademas, los
aligonucledtides que forman el hueco o las alas pusden estar conectados por entaces fosfodiéster o por enlaces
fosforotioato, haciéndolo asi resistenie a ia degradacion por RNasa. Ademas, los nucledtidos que forman las alas
también pueden estar modificados incorporande bases unidas por enlaces 3' metilfosfonato.

Ern una forma de realizacion prefenda particular del conjugadao segidn ia invencion, ef cido nucleico que s capaz de
unirse especificamente al ARNm gque codifica a-sihucleina en una region seleccionada del grupo gue consiste en
una regién situada en fas posicicnes 448-465 (SEQ 1D NQ: 4), 499-516 (SEQ ID NO: 5) y 502-519 (SEQ ID NC. §)
del ARNm de alfa-sinucleina humana en donde la numeracion corresponde a la posicidn con respecto al primer
nuciedtido en la secuencia de alfa-sinucleina como se define en el nimero de accesa de NCBI NM_00345 (SEQ D
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NO: 7}, es un gapmero que comprende un bioque central de 10 desoxinucledtidos flangueado por blogues de 4
ribonucledtidas 2-C-metit modificados.

En una forma de realizacidn mas preferida, el gapmero consiste en una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en SEQ 1D NG, SEQ 1D NC2 0 SEQ 1D NQ3.

SEQIDNO 1 cuccAACATTTGTCacuu (D #1232)
SEQIDNO2  cuccCTCCACTSTCuucuy (D #1233)
SEQIDNO3:  cugeTCOCTCCACTgucy (ID #1234)

Ert una forma de realizacidn alternativa del conjugadn da la invencion, el acido nucleico que es capaz de unirse
especificamente al ARNm gque codifica a-sinuckeina en una regién seleccionada del grupo que consiste en una
region situada en las posiciones 448-4685 (SEQ 1D NO: 4), 499-518 (SEQ 1D NO: 5} y 502-518 (SEQ 13 NO: 6) del
ARNm de alfa~sinucleina humana en donde {a numeracidn corresponde a la posicién con respecto al primer
nuciedtido en la secuencia de alfa-sinucleina como se define en e nimero de acceso de NCBI NM_00345 (SEQ 1D
NO; 7). En particular, el ARN interferente se selecciona del grupo gue consiste en ARN interferente pequefio
{ARNip). ARN horguillado corta {ARNNRC) ¢ micro ARN (miARN]).

Ei término ARN interferente pequefic {"ARNIp”} se refiere a duplex de ARN inhibidores peguefos que inducen la ruta
de interferencia de ARN. Estas moléculas pueden variar en langitud (generalmente de 18-30 pares de bases) y
cantignen grados vanables de complementanedad a sus ARNm diana en la hebra antisentido, Algunoes ARNip, pero
no todos, tienen bases no apareadas sobresalientes en el extremo 5 o 3" de 1a hebra sentido y/o la hebra
antisentide. El término "ARNiIp™ incluye diplex de dos hebras separadas. Como se usa en el presente documento,
las maoléculas de ARNiIp no estan limitadas a moiéculas de ARN, sino gue abarcan ademas acidos nucleicos con uno
0 mas nucledtidos guimicamente madificados, tales como morfolinos.,

Un ARNip preferido particular seqin la invencion se dirnge a la region en el ARNm de alfa-sinucleing situada en la
posicion 498-517 en donde g numeracion comesponde a la pasicién con respecto al primer nucledtido en la
secuencia de alfa-sinucleina como se define en el nimero de aceeso de NCBI NM_00345. Este ARNip tiene 1a
secuencia:

ARNip 499-517 habra sentido: agaagacaguggagggageT T (SEQ 1D NO:8)
ARNMip 409-517 hebra antisentido: gouccouctanugucuucuT T (SEQ 1D NO:9)

El térming "ARNOC" o "ARN horquiliade corto” como se usa en el presente documento, se refiere a un ARNDe dende
las dos hebras sstan unidas por una cadena sin interrumpir de nuciedtidos entre el extremo 3’ de una hebra y el
exiremo 9 de la ofra hebra respectiva para formar una estructura daplex.

Ei término “micro ARN" o "miaARN" se refiere a moléculas de ARN monocatenario cortas, iipicamente de
aproximadamente 21-23 nucledtidos de longitud capaces de regular la expresidn génica. Los miARN pueden ser
sintéticos {es decir, recombinanies) o naturales. Los mIARN naluralas estan codificados por genes que se
transcriben del ADN y se procesan de franscritos primarios {“pri-miARN"} a estructuras coras de tallo-bucle (“pre-
mARN") ¥ por titimo a niARN maduro, Las meiéculas de miARN maduras son parcialmente complementarias a una
o mas moléculas de ARNmM y disminuyen la expresidn génica a través de un proceso similar a fa interferencia de
ARN o inhibiendo la traduccion del ARNm,

En otra forma de reglizacion, el acide nucieico de los conjugados de g invencion £s un miARN que es capaz de
silenciar especificamente ] ARNmM de a-sinucleina. Los miARN especificos de a-sinucleina adecuados incluyen, sin
kmitacion, miR~7 {véase, Proc Natl Acad Si.USA, 2008, 106, 13052-13057) vy miR-153 {véase, J Bio! Cham 2010
285(17y: 12726-12734. La secuencia miARN 7-1 humana se localiza en NCBI con sl nimero de access NR_029805
(SEQ 10 NO:103), miARN 7-2 humana con &l niimero de acceso NR_029608 (SEQH D NO:11) y miARN 7-3 humana
con el nlimero de acceso NR_029607 {SEQ 1D NO:12). miaARN 1531 humano se localiza en NCBI con el nimere de
acceso NR_029688 (SEQ 1D NO:13) y miARN 153-2 con el numero de acceso NR_029689 (SEQ 1D NG:14),

Un miR-7 segun la invencion tiene la secusncia:

UGGAAGACUAGUGAVUUUGUUG {SEQ 1D NO:15).

Un miR-153 segin la prasante invencion tiene 1a secuencia;

UUGCAUAGUCACAAAAGUGAUC {GEQH D NO:116&).

Los métodes para el alineamiento por pares de dos secuencigs de acidos nucleicos determinadas los conoce

ampliamente el experto en la materia y se puaden llevar a cabo mediante algoritmos estandar det tipo BLASTN
|BLAST Manual, Altschul, S, et al., NCBI NLM NiH Bethesda, Md. 20884, Altschul, 5., et al., J. Mol Biol. 215: 403-
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410 (1990)] usando los parametros por defecto. Los métodos para el alineamiento de mgditiples secuencias de acidos
nucigices se pueden Hevar a cabo usando algoritmas estandar del tipe CLUSTALW (Thompson JD et al, Nucleic
Acids Res, 1994, 22:4573-4680) usando los pardmetros por defecio.

Cuando el ARN interferente det conjugado de 1a invencidn es un ARN interferente bicatenario, el conjugado segun lg
invencion puede comprender un agente de selectividad uno o dos agentes de selectividad, En una forma de
realizacién particular, el primer agente de selectividad y e segundo agente de selectividad son el mismo agente de
selectividad, En una forma de realizacién alternativa, el primer agente de selectividad es diferenie del sequndo
agente de selectividad. El segundo agente de selectividad del conjugado de |z invencion se une especificamente a
unc ¢ mas transportadores de neurotransmisores selecoionados del grupo gue consiste en un transporiador de
dopamina {DAT), un transportador de serotonina (SERT) o un ransportador de norepinefrina (NET), como se ha
descrito previamente. Cuando e conjugado segun ia invencidn comprende un ARN interferemte picatenario y un
agente de selectividad, ef agenie de selectividad se puede conjugar al extremo 5 de la hebra sentido del ARN
interferente o al 5° de la hebra antisentido del ARN interferente. Cuando el conjugado segUn |3 invencidn comprende
un ARN interferente bicatenario y dos agentes de selectividad, e primer agente de selectividad se conjuga al
extremo & de |a hebra sentido det ARN interferente y el segunda agente de selectividad s& conjuga al 5’ de la habra
antisentido del ARN interferente,

En una forma de realizacién particuiar, el conjugado segun la invencidn comprende un ARN interferente, un primer
agente de selectividad vy un segundo agente de selectividad. En una forma de realizacion mas paricutar, f segundo
agente de selectividad del conjugado se une al extremo opuesto del polfinuciedtido [ARN interferenie) gus esté unido
al primer agente de selectividad. En ung forma de realizacion padicular, el segundo agente de seleclividad del
conjugado se uyne a un extremo del polinuciedtido gue es complementarie al polinucledtide gue esta unido al primer
agente de selectividad. En una farma de realizacion particular, ef segundo agenie de selectividad del coniugade se
une al mismo extremo del polinuciedtido que esta unido al primer agente de selectividad en virtud de un enlazador
polifuncional unido a dicho extremo.

A3, Regionas enfazadoras de los conjugados de Ia invencian

Ef acido nucleico v el agente de selectividad pueden estar acoplados directamente. Sin embargo, se prefiere gue
ambas fracciones estén unidas mediante un grugo conector.

Los términos ‘grupo conector”, “enfazador”, “‘grupe enlazador” y equivalentes gramaticales de 1os nmismos se usan en
&l presente documenta para refsrirse a un grupo onganico gue une dos partes de un compuesto. El agente de
selectividad se puede unir a cualquier nuctedtido sentido o antisentido en el 4oido nucleico, pero se puede acoplar
preferiblemante a través del nucledtido 3 terminal v/o el nucledtido 5 terminal. Un conjugads interno puede estar
unido diecia o indirectamente a través de un enlazador 3 una posicivn 2° del grupo ribosa o a otra posicion
adecuada.

En #f caso en gonde ] acido nucieico sea un dcido nucleico hicatenario, el conjugado se puede unir al nucledtido 3'
terminal sentido, at nucledtido 5 tarminal sentido, al nucledtido 3" terminal antisentido vio al nucledtido 5 antisentido.

Aunque sin querer estar limitado por definiciones o convenciones, en esta soliciiud [a longitud del enlazador se
describe contando el nGmero de atomos gue representan la distancia mas corta entre el dtomo que une la fraccion
del conjugado al enlazador vy el atomo de oxigeno de la fraccidn fosfato terminal asociado con el oligonuciedtido a
través del cual el enlazador se une al oligonucledtido, En casos donde f enlazador comprende una o mas
estructuras de anitlo, se prefiere contar tos atomos alrededor del anillo que representa ef caming mas coro.

Los grupos eniazadorses adecuados para Su uso en la presente invencidn incluyen, sin limitacion, nucledtidos
modificados o sin modificar, nuciedsidos, polimeros, azicares, hidratos de carbone, peliaiguilenos, tales como
polietilengliicoles v polipropilenglicoles, polialcoholes, polipropilenos, mezclas de  stilen- y  propilenglicoles,
polialguiiaminas, poliaminas fales como polilising y espermiding, poliésteres tales como poli(acrilato de etilo},
polifosfodiésteres, alifaticos vy alquilenos. Ademas, se pueden aplicar enlazadores/quimicas de enlazadoras gue se
basan en  omega-amino-13-dioles, omsga-amino-l2-disies,  hidroxiprolincles,  omega~-amino-aicanoles,
dietanolaminas, omega-hidroxi-i, 3-dioles, omega-hidroxi-l 2-dioles, omega-tio-], 3-dicles, omega-tio-1.2-dioles,
omega- carboxi-l, 3-dioles, omega-carboxi-1,2-dicles, co-hidraxi-alcanoles, omega-tio-alcancles, omega-carboxi-
alcancles, oliguetilenglicoles funcionalizades, alil amina, Acide acrlico, alcehol alitico, propargd amina, alcohol
propargilico y mas, en este contexto para generar enlazadores de |a longitud apropiada.

El enlazador también puede conferir otras propiedades deseables al conjugado de aligonucledido, solubilidad
acuosa mejorada, distancia aptima de separacion entre el grupo conjugado y &l oligonuciedtido, fiexibilidad (o falta
de la misma), orientacién especifica, ramificacidn y olras,

Preferiblermente, dicho grupo conector tiene la siguiente estructura
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O
H H
N. - NW
p g v/m
Q Q
endondem, nypseseleccionanda (1,2 3 4, 5,6,7,8,9, 10 11, 12y 13,
en donde {a suma de m¥n+p 65 un numero entere seleccionadode 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,18, 17 y 18y

endondekes 0o 1.

En una forma de realizacion preferida, pes 5, nes 2, kes 1 y m as 6 lo gque da un enlazador que tiene i3 estructura:

Q O
)J\ % (CHy)
f2)s
o g/ ™~
8]

En otra forma de realizacion preferida, pes 5, ny k son 0y m es 6 lo que da un enlazador que tiene la estructura:

[
)k t {CH2)
276
cHe w/ ™~
o

En una forma de realizacion particuiar, el enlazador comprends mas de un acoplamiento para el agente de
selectividad. En una forma de realizacion preferida, el enlazador es un enlazador bivalente o frivalente. es decir, se
pueden acopiar 2 0o 3 moléculas de agente de selectividad, respectivamenie.

En =l caso en donde se acopla mas de una molecula de agente de selectividad al acido nucieice a traves de un
enlazador, dichas moléculas pueden representar el mismo o diferenies agenias de selectividad.

En una forma de realizacion particular, el eniazador bivalente o trivalente tiene fa siguiente formula:

Q

9
‘ N NWO—‘—O X
P g e Vim W \(\L
o 0 ‘
C? .
| H H i
: N N Q—P——0. X2
I 9

2]

Tzza G OO

Q
O
i
o
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N
i

en donde

mom, m o, 0 pop, R’ et s, 8, 87, ty u se seleccionan independientemente de 0,1, 2,3, 4. 5,6, 7, 8§, 8,
10, 11, 12y 13,

k. K, k" yvse seleccionan independientemente de 0y 1 v

X', X%y X? se seleccionan independientemente de CHy, O, 5, NH, CO, C(O)O y C(OINH.

Dependiendo de los valores de 10s grupos mencionados anteriormente, los entazadores ramificados pueden ser
simétricos o asimétricos.

En una forma de realizacién particular, el enlazador es un enlazador bivalente como se muestra anteriormente en
dondepypsond nyn'son2 Kyk son1ymym son 6 Enuna forma de realizacion particular, el enlazador es
un erntazador bivalente endongepyp'son b n o ky k' son 8y my ot son B.

En una forma de realizacion particular, el enlazador es un enlazador bivalente como se muestra anterionmente en
donderyrsond, sys'son t, tyvsoendy X'y X? representan C(ONH. En otra forma de realizacion, el enlazador
@5 un enlazador bivalente endonderes 2, res 0, ses 1,8 es 0.ty vson 0y X'y X2 represernian CHa.

Ea una forma de realizacion particular, el enlazador es urt enlazador bivalente endonde pyp son 5, nyn'son2, Ky
kKsoni,mynvsonb, ryrsond sys sont tyvson Oy X'y X2 representan C{ONH.

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador bivalenteendonde pyp'son b nyn'san 2, Ky &K son 1,
mymsond,res2 res sesl s esl tyvsondyX yX represenian CHy.

En otra forma de realizacion, el eniazador es un enlazador bivalents endondepyp son S n.n kyk'sonGymy
msond, ryrsond. sys son t tyvson 0y X'y X2 representan COINH.

En ofra forma de realizacion el enlazador es un enlazador bivalente endonde pyp'son . n, i, kyk son 0y myn
sonB, res2,resl sest, s es0, tyvsondyX'y X2 representan CHy.

Ert una forma de realizacion particular, el enlazador es un enlazador invalente como se muestra anteriormente en
donde g p yp'sond nayn"sond kK KyK' sontym, m ym”son g Enuna forma de realizacion particular, el
enlazador 5 un enlazador rivalente endonde p, p'yp ' son S, 0,0, 0" K Ky kK son Gy m, 'y m” son 6.

En una forma de realizacion patticular, el enlazador es un enfazador trivalente como se muesira anteriormente en
donder, ryrsond, s, s ys'sont test, vesQy X' X2y X8 representan O,

En ofra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador trivalente endonde r, 'y ' son 3,5, 8 ys" son 1, t es 1,
ues 3, ves 1y X2y X representan O,

Er otra forma de realizacion, ¢l enlazador es un entazador trivalente endonde p, o'y p” son b, n.n'yn"son 2, K K
yk'san 1, mnvym song rryr'sond, s, svs'sond tesd ues 3, ves 0y XY, X2y X representan ©.

En otra forma de realizacion, sl enlazador es un enfazadortrivalente sndonde g, g’y p son S, non'yn"son 2 k K
vk 'sont,mmym song rnryrsond s, sys"sonl tes 1, ues3 ves 1y X Xy X3 represantan Q.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

85

ES 2967 530 T3

En otra forma de realizacion, el enlazardor es un enlazador trivalente endonde p, Py p" son 5, n, ', " K, K y K" son
gmmym’song rryrsond s sys’sond tesd ves 0y X! X2y X representan .

En otra forma de realizacion, el enlazador es un enlazador trivaients endonde p, p'y ' son 8, n, ', n° Kk, K y K" son
gomomym’sond, rryrfsm3 s syssont testuesd vestyX X2y X representan O,

Un grupo enlazador preferido particular segin la presente invencidn tiene ia siguiente estructura;
LA [ AL (B-L B
en donde:
A y B representan unidades monoméricas independientemente seleccionadas del grupe que consiste en un
monesacarido, una cadena alquilo y un alquilenglicol de {CxCa);
ay b son narmeros enteras que varian de 0 a 50,
£ €5 un numero enters que varia de 0 a 30;
L1, L2 y L3 son compuestos enlazadores independientemente seleccionadons del grupo que consiste en fosfodiéster,
fosforotiogto, carbamato, metifosfonato, guanidinio, sulfamato, formacetal, ticformacetal, sulfona, amida y mezclas
de los mismos; y
des{ol.
En una forma de realizacion particular, ef grupo enfazador tiene ia estructura;
-LAa-fA-L2) - (B-L 3]
endonde bydson 0, ces 1, A es una cadena alquilo y L2 es un enlace fosfodiester

A4, Grupes de direccionamiento de {os conjugados de la invencidn

Otra modificacion de 1os conjugados de la invencidn implica unir quimicamente al dcide nucleico o el grupo protector
ung o mas grupos o conjugados que aumentan la actividad, distribucion celular o absorcion celular del acido
nucteico, Tales grupas incluyen, pero no astan limitadas a grupos lipidicos talas como un grupo colesterol (Letsinger
et al, Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 189, 88, 6553-8558), dcido cilica (Manoharan et al, Biorg. Med, Cham. Let,, 1894 4
1053-1060), un lioéter, por ejempio, beril-S-rititiol (Manoharan et al, Ann. NUY, Acad. Sci., 1892, 660, 306-309;
Manoharan et al, Biorg. Med. Chem, Let., 1993, 3, 2765-2770}, un tiocolesterol {Oberhauser et al, Nudl. Acids Res.,
1882, 20, 533-538), una cadena alifdtica, por sjemplo, residuos de dadecanodiol o undecilo (Saison-Behmoaras st
al, EMBO 4, 1881, 10, 1111-1118; Kabanov = al, FEBS Lett, 1990, 258, 327-330; Svinarchuk et al., Biochimie,
1893, 75, 48-54), un fostolipido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerpl 9 1,2-di-O-hexadeci-rac-glicero-3-H-fosfanato
de trietit-amonio {Manoharan et al, Tetrahedron Letlt,, 1985, 36, 3651-3654; Shea et al, Nucl, Acids Res., 1990, 18,
I7T7-3783), una poliamina o una cadena de polietilenglicol (Manoharan et al., Nucleosides and Nudleotides, 1985,
14, 869-973), ¢ acido adamarianc acétine (Mangharan et al., Tetrahedron Lett. 1885, 36, 3651-3654), un grupo
palmitiio (Mishra e al, Biochim. Biophys. Acta, 1985, 1264, 228-237), ¢ un grupo ocladecilamina o hexilamino-
carbonitoxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol Exp. Ther., 1998, 277, 923-937).

De forma atternativa, fa fraction capaz de aumentar fa distribucion celular puede ser un compuesto de bajo peso
malecular o un polipéptido que es capaz de translocarse especificamente a través de barreras bloldgicas mediante
el uso de endociiesis mediada por receptor usando transportadares especificos presentes en dichas barmreras
biologicas. En la técnica se conocen una ampiia gama de receptores y transperiadores de captacion, con un numera
incluse mas amplio de ligandos especificos de receplor. Los ligandos preferidos para receptores que median
gndocitasis y/o transcitosis para su uso segun la presenie invencion incluyen, por ejemplo, igandos para, o gue s
unen especificamente a iransportador de tiamina, receptor de folato, receptores de vitamina B12, raceptores de
asialoglucoproteina, receptor de alfa{2.3)-sizloglucoproteina {con por ejempio, fos nanocuerpos FC5 y FC44 gue
consisten en anticuerpos de dominio unico de lama (sdAc) como ligandos especificos de receptores), receptores de
transferrina-1 y -2, receptores depuradores (clase A o B, tipos |, 1l ¢ 1l o CD36 o CU183), receptor de lipoproteinas
de baja densidad (LDL), receptor de la proteina 1 relacionada con LDL (LRP1, tipe B}, el receptor LRP2 (también
conceido como megatina o glucoproteina 330}, receptor de {3 taxing de {3 gifteria (DTR, que es & precursor unido a
membrana del factor de creciniento similar al factor de crecimiento epidérmico gue se ung a heparina (HB-EGF),
receptor de insulina, receptores de factores de crecimiento insulinoides (IGF), receptores de lepting, receptor de
sustancia P, receptor de ghutation, receptores de glutamato y recepltor de manosa-8-fosfato.

Los ligandos preferidos que se unen a estos receplores para su uso sequn ia presente invencidn incluyen, por
ejemplo, ligandos seleccionados del grupo que consiste e lipoproteina lipasa (LPL), alfa@-macroglobuling (alfa2h},
proteina asociada a receptor {RAP), lactoferring, desmoteplasa, activador de plasmindgeno de tipo tisular y
uroguinasa (tPA/UPA), inhibidor del activador del plasmindgena (PAI-1), complejos tPA/GPA:PAL-, melanotransferring
{o PO}, trombospondina 1 y 2, lipasa hepatica, inhibidor de la via factor Vilaffactor isular (TFPY), factor Villa, factor
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iXa, Abetal-40, proteina precursora del beta amiloide (APP}, inhibidor ©1, complemento C3, apolipoprofeina £
(apaE), excloxing A de pseudomonas, CRMBE, proteina Tat de VIM-, rinovirus, metaloproteinasa 8 de matriz (MMP-
93, MMP-13 (colagenasa-3), proteina activadora de esfingolipides (SAF), proteina de la zona de gestacién,
antitrombina 11, cofactor de heparina 1, alfat-antitripsina, proteina de chogue térmico 98 (HSP-86), factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), apolipoproteina J (apod o clustering), ABETA unida a apoJ v apog,
aprotinina, angic-pept, lpoproteina de muy baja densidad (VLDL), transfernina, insulina, leptina, un factor da
crecimiento  insulinoide, faclores de crecimiento epidérmicas, lectinas, peptidomimeéticos y/o anticuerpos
monaslonales humanizados o péptidos especificos para dichas receptores {por gjemplo, las secuencias HAIYPRH
(SEGQ ID NO: 17y y THRPPMWSPVWEP (SEQ 1D NO: 18) que se unen al receptor de transferrina humanz o un
anticuerpo monocional anti-receptor de transferrina humana (TIR) A24), hemoglobina, parte no t6xica de una cadena
polipeptidica de la toxina de 13 diftena, todo o parte de la cadena B de la toxina de la diferia {incluyendo DTB-His
{como se describe en Spilsbeng et al., 2005, Toxicon., 46{8):200-G)), todo o parte de un mitante no toxico de la
toxina de la difteria CRM197, apolipoproteina B, apolipoproteina E (por ejempio, después de unirse a recubrimiento
de polisorb-80 en nanoparticulas), proteing de unidn a vitamina D, proteina de unién a vitamina Afretinol, proteina
transportadora en plasma de vitamina B12/cebalming, giutation y transcobalamina-B12,

En una forma de realizacion particular, el conjugado de {a invencidon comprende ademas un grupo que facilita el
transporte a través de membranas bioldgicas del conjugado. Preferiblermente, el grupo es anfipatico. Los agentes
ejemplares incluyen, sin imitacidn, penetratina, el fragmento de la prateina Tat que comprende los aminoacidos 48-
80, «f péptido basado en secuencia sefial, PVEC, transporiano, péptide moadelo anfifilico, Arg9, péptide permeante
de la pared celular bactedana, IL-37, cecroping P1, o-defensing, B-defensina, bacteneclina, PR-38 e indolicidina. Si
el agente es un peplido, se puede modificar, incluyendo un peptidiimimético, invertémeros, enlaces no peptidicos o
seudiopeptidicos y el uso de D-amincacidos. El agente helinoidal es preferiblemente un agente aifa-helicoidal, que
preferibiements tlane una fase lipofifica y lipofabica.

Ei figando puede ser un péptido o un péptidomimético. Un peptidomimético {también denominado en el presents
documento un oligopeptidomimético) es una molécula capaz de plegarse en una estructura tridimensional definida
similar a unt peptido natural. £ péplido o fraccion peptidominmética puede tener aproximadamente 5-50 aminoacidos
de fongitud, por sjemplo, aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 aminodacidos de longitud {vease, |a
tabla 4, por gjemplo).

En otra forma de realizacion particular de la invencion, el conjugado de ia invencidn comprende ademas un ligando
endasomolitico. Los ligandas endosomaiiicos fomantan la isis del endosoma yio el transparte de la composicion de
j& invencion, o sus componenteas, del endosoma al citoplasma de la célula. E! igando endosomoiitico puede ser un
péptido o peptidomimético polianidnice que muestra actividad de membrana y fusogenicidad dependiente de pH. En
ciertas formas de realizacion, el ligando endosomoliico asume su conformacion activa al pH endosémico. La
conformacion "activa” es esa conformacion en la que el ligando endosomaolitico fomenta ia lisis del endosoma y/o ef
transporte de la composicidn de fa invencion, o sus componentes, del endosoma al citoplasma de la célula, Los
kgandas endosomoliticos ejemplares incluyen ef péptide GAL4 (Subbarao ef al., Biochemistry, 1987, 26 2964-2972},
el peptido EALA {(Vogel ot al.,, J. Am. Chem. Soc., 1898, 118; 1581-1586), y sus derivados (Turk et al., Biochem.
Biophys. Acta, 2002, 1559: 56-68), el péptido IFN-7, el péptido Inf HA-2, ef péptido dilFN-7, el péptido gilFN-3, el
péptido GLF, el péplido SALA-IFN3 v ef péptido IFN-5. En ciertas farmas de realizacion, el components
endosompolitico puede contener un grupe guimico (por gjemplo, un aminoacide} que experimentara un cambio en
carga 0 protonacion en respuesta a un cambio en el gH. El componente endosomolitico puede ser lineal o
ramificado.

AS. Grupos protestores de los conjugados de fa invencian

L.os acidos nucleicos que forman parte de los conjugados de fa invencion se tienen gque conservar de factores de
degradacion, tales como nucleasas (endofexonucleasas), durante su transporte a fravés de los diferentes liquidos v
compartimenios del organismo. Con este fin, los oligonudciedtidos se disefian para resistic 13 digestion enzimdtica y
para mejprar g estabilidad y bindisponibilidad 4 vivo de! oligoenucledtido. Preferiblemente, los acidos nudleicos se
maodifican quimicamente mediante la presencia de un grupo gue previene la degradacion mediada por nucleasas.

Para los fines de la presents invencitn, “estructura de proteccion” o “grupo protecior” se debe entender que significa
modificaciones quimicas, que se han incorporado a cualguisr extremo del oligonucledtide. Ejemplos no fimitantes del
5-protector incluye residuos (fraccion) abésicos invertidas, 4°.5-metilen nucledtido, 1-(beta-D-eritrofuranosi
nuctestido, 4-tio nucledtido, nucledtido carbociclico; 1.5-anhidrohexitol nucledtido; L-nucledtidos; alfa-nucledtidos:
nuctedtido de base muodificada; enface fosforoditioato; treo-pentofuranosil nugledtide; 3',4-senc nucledtido aciclico;
3 4-dihidroxibutil  nucledtide  aciclico; 3 ,5-dihidroxipentit  nucledtido  aciclice, grupe nucledtide  3-3-invertido;
grupoabdsico  3-3F-invertido; grupo nucledtide  3-2-iwertido; grupoabasico 3-2% 1.4-bitanodicl fosfato; 3-
fosforamidato, nexiffosfate; aminohexil fosfato; 3'-fosfato; 3'-fosforotioate; fosforoditioato; ¢ grupo metilfosfonato con
puente ¢ sin puente. Los detalles se describen en el documento WO97/26270, incorporado aqui mediante referencia.
Ei 3-protector incluye, por gjemplo, 4'.5-mstilen nucladtido; 1-(beta-D-eritrofuranosily nucledtido: 4'-tio nucladtido,
nuciectido carboriclico; &-amino-alguil fosfato; 1 3-diamino-2-propd fosfato, 3-aminopropil fosfate; &-aminohexi
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fosfate; 1.2-aminododecil fosfato; hidroxipropil fosfato; 1,5-anhidrohexitol nucledtido; L-nucledtido; alfa-nucledtido:
nuciedtide de base modificada:; fosforoditioato; trec-pentofuranasit nucledtido; 3’ 4-seco nucledtiddo aciclico; 3,4-
dihidroxibutil nucledtido; 3,5-dihidroxipentil nucledtide, grupo nuciedtido 5-5-invetido; grupo abasico 5-5-invertido;
S-fosforamidato; 5-fosforotioate; 1 4-butanodiol fosfate; 5S-aminoe; S'-fosforamdato con puente y/o sin puente,
fosforotiogto yio fosforoditioato, metifosfonato con puente o sin puenie y grupos 5-mercapto. Véase también
Beaucage e fyer, 1993, Tetrahedron 49, 1925; cuyo contenido se incorpora aqui medianie referencia. En una forma
de realizacion particular, el grupo protecior comprende una fraccidn de nuclebtido invertide. En una forma de
realizacién particular, el grupo protector esta localizado en el extremo 3 del oligonuciedtido. Los oligonuciedtidos
antisentido que contienen enlaces terminales 5'-5" 0 3-3 son muy resistentes a la degradacion por exonucleasas. Se
puede incorporar un nucleatido invertido, tal como dT invertida al extremo 3 del oligonucladtido, fo que produce un
enlace 33 gue inhibe tanto la degradacion por 3’ exonucleasas como [a extension por ADN polimerasas.

En una forma de realizacion particular, el nucledtido invertide se incorpora en el exiremo o en los extremos del acido
nucieico de ia invencion gue no esta(n) unido(s) al agente de selectividad. En una forma de realizacion particular, el
nucledtido invertido es dT invertida, En una forma de realizacion preferida particular, el grupo protector se [ocaliza en
el extremo ¢ en los extremos del Acido nucleico de la invencion gue no esta{n) unido(s) al agente de salectividad,
preferiblemente en ef extremo 37, y comprende un grupo de nuciedtido invertido, mas paricularmente dT invertida.

En una forma de realizacion preferida, la estructura de proteccion que se une a la secuencia de acido nucleico de los
coniugados de la invencion tiene I3 siguients estructura general

ML AL 2)a(B-L3 )]

en donde:

M es H, una fraccion lipidica ¢ un grupo de direccionamiento como se ha definido anteriormente;

Ay B representan unidades monoméricas seleccionadas independientemente del grupo gque consiste en un
monosacando y un alguilenglicol {C2~Cx);

ay b son ndimearos enteras que varian de 0 a 50;

£ s un numero entara que varia de 0 a 30;

L1, L2 y L3 son compuestos enlazadores seleccionados independientemente del grupo gue consiste en fosfodiéster,
fosforotioato, carbamato, metilfosfonato, guanidinio, sulfamato, sulfamida, formacetal, tioformacetal, sulfona, amida y
mezetas de s mismos;

des Do 1

Una fraccion lipidica, comp se usa en el presente doouments se refiers a un grupo de compuestos organicos gue
tiene propiedades lipofilicas o anfipdticas, incluyendo, pero no limitado a, grasas, grasas no volgliles, aceites
esenciales, ceras, estercides, estercles, fosfolipidos, glucolipidos, suifolipidos, aminclipidos, cromolipidos
(lippcromos) y acidos grasos. Bl térming "lipide” abarcs tanto lipidos naturales come sintéticamente producidos. Las
fracciones lipidicas pormalmente aumerntan las propiedades lipofilicas del oligonuciedtido v facilitan la absorcidn
intracelular in vivo de la construccion de nucledtido. Los lipidos adecuados que se pueden usar incluyen 3cidos
(rasos, grasas, aceites, ceras, colesterol, estercles, vitaminas liposolubles, tales como vitaminas A, B, E y K,
monoeglicéridos, diglicéridos y fosfolipides. Los acidos grasos preferidas son los seleccionadeos del grupe gue
consiste en dcido laurgico (C12), acido mirfstico (C14), acido plamitice (C16), acide estedrico (C18), acido
docosanoico {C22) e hibrido de acido fitocdlico y oleillamina {(litocolico-oleilamina, C43). Ef experto en la materia
puede seleccionar el lipido segin las circunstancias considerandoe e teiido diana, la célula diana, ia via de
administracion, 1a via que se espera que siga ef oligenuciedtido, etc.

Eif térming "monosacarndo”, como se usa en el presente documento y es bien conocido en la técnica, se refiere a una
forma sencilla de un azdcar que consiste en una (nica unidad de sacarndo que no se puede descomponer méas g
blogques o fracciones constifuyentes de sacaridos mas paguefins. Las fracciones de azicar preferidas para este
grupo de conjugacion se selecnianan del grupo que consiste en furanosa, fructosa, glucosa, galactosa, manosa, un
mongsacdrido modificado, acido sidlico y eritrosa y mezcias de los mismos. Los monosacaridos pueden estar en sus
formas lineales o ciclicas (isémeros hemiacetalicos ciglicos). La furanosa es cualquier azucar sencillo que contiene
un anillo basado en furanc de cinco miembros, tal como una D-ribosa o un residue de fructoss (D-(-)-fructofuranosaj.
Con la combinacidn de los monosacaridos, se pueden logar mulliples estructuras de azucar. Los
fructooligosacaridos (FOS) y los galattooligosacaridos (GO8) son combinaciones de interés especial, asi como los
disacandos sacaresa o lactosa; o los polisacéridos inuling, dextring, aimiddn o glucdgens.

Los términos “alguilenglicol”, “polifaiguilenglicoly” v “dxide de alguileng”, como se usan en el presente documento,
abarcan una familia de peolimeros de poliéter que comparten fa frmula general -O-{CH)wO-]-, en donde m
representa el nlmero de grupos metilene presentes  en cada unidag de alquilenglicol y n reprasenta el niimero de
unidades de repeticién y por lo tanto representa el tamafo o langhud del polimero, Bl término incluye, sin limitacion,
etilenglicol, propilenglicol, dialquitenglical {por ejemplo, dietilenglicol), tralguilenglicol {por ejemplo, trietilenglicoly y
glicoles tales como los correspondientas mone- v dialguiléteres de los glicoles anteriormente mencionados, en
donde los akyuiléteres san alquiléteres inferiores gug tienen da 1 2 & Snmpg de carbono {por ejemplo, éter de metilo,
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etilo, propilo y similares).

En ofra forma de realizacion, tiene una unidad monomérica de alguitengliool (Cx-Cuej, que puede ser cuaiguier
molecula lineal o ramificada de 2 & 20 dtomos de carbono o, dependiendo de os valores de g y b, un polimero de
polialquitenglicol con varias unidades monoméricas de alquilenglicol (CxCap). Preferiblemente, el grupo alguilenglicol
se selecciona de algulenglicol Cye-Cap. Al mas preferibleaments, el grupo alguilenglicol es un alquilenglicol Caa.

En una forma de realizacion particular, el conjugade de la invencidn tiene una estructura de proteccidn en dende by
dson G, ces 1, Aesunacadena alguio y L2 e5 un enlace fosfodiester.

Los grupos protectores adecuados para 1os conjugados de la presente invencion incluyen, sin limitacion:
M-L T {(A-L2)o-(B-L3)o)-

-~ PEG + AzGcar, que corresponde a la formuda anterioren donde Mes H des 0, Aes PEG Bes un azucar, ay b
son cada uno 1y L1 v L2 son enlaces fosfodiéster;

- PEG + (AzucanZ, que corresponde a fa formula anterior en donde A es PEG, B es un azicar, aes 1. bes 2, M
es Hydes0yL1yL2 son eniaces fosfodiéster;

- {PEG)2+ Azicar, que corresponde a la formula anterior en donde A es PEG, Besun aztcar,aes 2, bes 1, M
esHydes0yL1yL2son enlaces fosfodiéster;

- {PEG)3+ Aziicar, que corresponde a fa fdrmula anterior endonde A &3 PEG, Bes unaztcar, aes 3. bes 1, M
es Hydes 0 yL1yL2son eniaces fosfodiester;

- (PEG)5+ Azucar que corresponde g la formula anterior en donde A es PEG, Bes un azucar, aes 5 bes 1, Mes
Hydes Dy L1 yL2 sonenlaces fosfodiéster.

Los términos "PEG" y “aztcar” se usan esencialmente comeo se ha descrito anteriormente e incluyen furanosa como
azucar y un PEG seleccionado delf grupo de espaciadores de C3, C8y C18.

La presente invencion también contempla gue ef conugado ademas comprenda un grupo protector unide a un
extremo 0 ambos extremos def polinuciedtide gue no estd unido al agente de selectividad.

B, Esfructura de fos conjuqados de fa invencion

Los diferentes elemenios de los conjugados seqin [ presente invencion se pueden organizar de diferentes
maneras, que forman parte de la presenie invencidn. De este modo, el agente de selectividad se puede acoplar al
extremo 5' yio al exiremo 3 del deido nucieico. Preferiblements, el agente de selectividad asta acoplado af extremo
5' del acido nucleico. Adema3s, &l acido nudleico vy el agente de selectividad pueden estar unidos directamente o
pueden estar conectados por un enlazadar, De forma similar, el enfazador puede estar acoplado al extremo 5' y/e al
extreno 3 del dcido nucteico. Preferiblemente, el enlazador estd acoplado al extremo 5’ del 4cido nucleico. De esta
manera, en donde 8l acido nucleico de la invencidn contiene una cadena unica de acido nucleico, las posibles
arganizacionss son:

- unacido nucleico gue comprende un agente de selectividad unido al extremo &
- un &cido nucleico que comprende un agente de selectividad unido al extremo 3,
~  un acido nucleico que comprende un agente de selectividad unido al 5" y un grupo protector unido al extremo 3

y

- un acido nucleict que comprende un grupo protector unido al extremo § v un agente de selectividad unido al
extrema 3.

- un acido nucleico modificade que comprende un primer ¥y segundo agenies de selectividad, dichos primer y
seqgundo agentes de selectividad son iguales o difereptes, ambos agentes de selectividad unidos a los dos
extremos de un enlazador pifuncional que estd unido al extremo & del dcido nucleico,

- un acido nucleico modificade que comprende un primer v segundo agentes de seleclividad, dichos primer y
segundo agentes de selectividad son iguales o diferentes, ambos agentes de selectividad unidos a los dos
extremos de un enlazador bifuncional que &sia unido al extremo 3’ detl acido nucleico,

- un gcido nucleico modificado que comprende cuatro agentes de selectividad, dichos agentes de selectividad son
iguales o diferentes, en donde dos de los agentes de selectividad estan unidos a ambos extremas de un primer
enlazador bifuncional gue estd unido al extremo 5 del acido nucleice y en donde dos de los agentes de
selectividad estan unidos a ambos extremos de un segundo enlazador bifuncional gue esta unido al extremo 3
del acide nucleica.

En una forma de realizacion preferida, en donde el conjugade contiene una Gnica cadena de acido nucleico y dos

agentes de selectividad, e primer agente de selectividad y &l segundo agente de selectividad sorr ambes un inhigidor
triple de recaptacion {preferiblemente indatralina) y estan unidos a los extrernos 5'y 3’ del 4cido nucieico,
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En otra forma de realizacitn, el doido nucleico puede contener mas de un ligando unido a un extremo de la moléoula
de dcido nucleico en virtud de un enlazador multifuncional. Por tanto, e otra forma de resglizacion, el acide nuckeica
puede contener un enfazador bifuncional unido al extremo &, en donde cada extremo del eniazador bifuncional esta
acoplado a un inhibidor triple de recaptacion gque tiene ta esbructura () somo se ha definido anteriormente
(preferiblemente indatralina). En otra forma de realizacion, el acido nucleico contiene un enlazador trifuncional unido
al extremo 5 ¢ 3, en donde cada extremo del enlazador trifuncional estd unido a un ligando. En una forma da
realizacién preferida, los tres extremos del enlazador trifuncional estan unidos a inhibidores triples de recaptacion
que tienen fa estructura {I) como se ha definido anteriormente, que pueden ser iguales o diferentes. En una forma de
realizacién preferida, la molécula de dcido nucleico esté unida a tres moléculas de indatralina.

Ademas, el conjugado de la invencion puede contener mas de una cadena de acido nucleico gue module la
expresion de la molecula diana. Por gjemplo, una construccion de esta invencién puede contener hasta cinco acidos
nucieicos diferentes unidos en tandem mediante fosfodiésteres dirgidos a diferentes regiones de una molecula diana
determinada.

Ademas, en asos casos &n donde el dcido nucleico es un acido nucieico bicatenaric, ef agente de selectividad se
puede acoplar a 1a hebra sentido y/o antisentido y puede estar directamente acoplade ¢ conectado por un grupo
eniazador.

Los acidos nucleicos gue forman parte de los conjugados de [a invencion se tienen que proleger de factores de
degradacidn, tales como nucleasas {endofexonucleasas), durante su transpurte a través de diferentes liquidos y
comparimentos del organismo. Con esie propdsito, los oligonucledtidos se disefian para resistiy a digestion
enzimatica y para mejorar fa estabilidad y biodisponibilidad in vivo del oligonuciedtido, Las exonucieasas celulares
usan extremos & libres como dianas. De esta manera, en el caso de acidos nucieicos manocatenarios, el agente de
selectividad puede actuar como un grupo estabilizante cuando esta acoplado al §' del acido nucleico. Sin embargo,
en el caso de conjugados que comprenden acidos nuclelcos bicatenarios 0 un acido nucleico monocatenaro en el
gue ef agente de selectividad esta unido at extremo 3, el conjugado puede comprender ademas un grupo
estabilizante o estructura protectora que nomnalmente es un grupo que previene la degradacidn del dacido nucleico
por la actividad de exonucheasas. En el caso de acidos nucleicos bicatenarios, existen las siguientas posibles
arganizacienes:

[1} el agenie de selectividad esta unido al extremo 5 de una de las hebras, en cuyo ©aso es dbl unir una
estructura protectora al extremo 5 de la hebra opuesta. Ademds, fambién puede asiar presente una
estructura protectora en uno o dos de los extremos 3.

[2] el agente de selectividad esta unido al extremo 3" de una de [as hebras, en cuyo caso es Gtil unir una
astructura protectora a los sdrenios 5 de las hebras sentido y antisentido. Ademds, una estructura protectora
puede estar presenie en i extreamo 3' libre.

[3 &l conjugado comprende mas de un agente de selectividad que puede ser el mismo o diferents en cuyo caso
fos agenies de selectividad estan acoplades a los extremnos 5 de la hebra sentide y la antisentido.
Opcionaimente, una estructura protectora puede estar acoplada a uno o dos de los extremos 37 libras,

En una forma de realizacion preferida, ef acido nudeico es un ARN bicatenario en donde el agente de selectividad
esta unido al extremo 5" de la hebra antisentido vy el grupo protector estd unido al exiremo 5' de iz hebra sentido. En
uha forma de realizacién atn mas preferida, el grupo protector tiene la estructura

M-L1e-{{A-L2)a-{B-L3}o}e-

endonde Mes H, d es 0, A es un espaciador de C18 de polietilengliont, B es una furannsa, aes 2, bycsontyl2y
L3 son enlaces fosfodigster.

En otra forma de realizacion, el &cido nucieico puede contener mas de un ligando unido a un extremo de las hebras
de acido nucieico en vidud de un entazador multifuncional. Preferiblements, ios ligandos estan unidos a jos extremos
5 de las hebras sentide o antisentido. Portante, en otra forma de reslizacitn, el dcido nucleico puede contener un
enlazador bifuncional unido al extremo 5 de la hebra santido, en donde cada extremo de! enlazador bifuncional esta
acoptado a un inhibidor friple de recaptacion gque tiene fa estructura (I} como se ha definide anteriormente
{preferiblements indatratina). En otra forma de realizacidn, el acido nucleico puede contener un enlazador bifuncianal
unido al extremo 5 de ia hebra antisentido, en donde cada exirenio def enfazador bifuncional estd acoplade a un
inhibidor triple de recaptacion que tiene la estructura {I) como se ha definido anteriorments {preferiblemente
indatraling).

En otra forma de realizacidn, & adido nucleico contiene un enlazador trifuncional unido al extremo 5 0 3" de o bien la
hebra sentido, {a hebra antisentide o ambas, en donde cada extremo del enlazador trifuncional estd unido a un
kigando. En una forma de realizacion preferida, los tres extremos del enlazador trifuncional estan unidos a inhibidores
triples de recaptacidn gue tienen fa estructura (I} como se ha definido anieriormente, que pueden ser iguales ¢
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diferentes. En una forma de realizacién preferida, el extremo 5 de la hebra sentide del Acide nucleico estd unido a
tres moléculas de indatralina

En una forma de realizacion mas preferida, el conjugado de ia invencién iene la estructura {HI)

e e O —Qliggonucleotido

(i

en donde

n ¢ mson numeros enteros que cada uno Heng un valor entre 0y 6, inclusive;

P es un numero entero que tiens un valor entre 0 v 4, inclusive;

q es un namers entero gue tiene unt valor entre G v 20 inclusive;

Ri es hidroégena, alifatico ciciico o aciclico, sustituitdo o sin sustituin, ramificado ¢ no ramificado; heteroalifatico ciclico
o aciclico, sustituide o sin sustitulr, ramificado o no ramificade; acilo sustituide o sin sustitulr, ramificado ¢ no
ramificado; arifo sustituido 0 sin sustituir, ramificado o no ramificado; heteroarilo sustituido ¢ sin sustituir, ramificado o
ne ramificado; -C{=0)R,,; ~-CO2R,; -CEOIN{R): 0 -C{Ra)s; en donde cada aparicion de R, es independientenente
un hidrégeno, un grupo protector, una fraccion alifgtica, una fraccion heteroalifatico, una fraceion acilo, una fraccion
arflo, una fraccion heteroarilo, alcoxi, arifoxd, alquiltio, aritic, amino, alguilamino, dialguilamino, hetroariloxi ¢ fraccion
heteroariitio;

R; es hidrogeno, halogene, aslifdtice ciclico o acichco, sustituide o sin sustituir, ramificado o no ramificado;
heterealifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o no ramificado; acilo sustituido o sin sustitulr,
ramificade 0 no ramificado; arilo sustituido o sin sustituir, ramificade o ne ramificado; heterganio sustiuide ¢ sin
sustituir, ramificado o no ramificade; ~-ORg; -C{=URe; -COzRa; -CN; -8CN; -8R, -80R;; SO:Rq; -NGs; -Nz; -N{R)a
SHNHCECIR:, -NReC{=OIN{RC),, -OC(=0)0OR, ~OC{EORe, -OC=OWMRC),: -NRCEOIOR:, o -C(Reh, en donds
cada aparicion de R es indapendientements un hidrogano, un grupo protector, una fraceidn alifatica, una fraccitn
heteroalifatica, una fraccion acilo, una fraccion arilo, una fraccion heteroarilo, alcoxi, arfoxd, aluiltio, arilio, aming,
alguilamine, dialquilamino, hetroarilox o fraccion hetervariltio;

Rs es anio sustituido o sin sustituir, ramificado o ng ramificado; o hetersario sustituido o sin sustituir, ramificado o nho
ramificadn;

R: es hidrogeno, haidgeno; alifdtice clolico o aciclice, sustituide o sin sustituir, ramificado o no ramificado;
heteroalifatico ciclico o acielico, sustituido o sin sustituir, ramificado ¢ no ramificado; acilo sustituido o sin sustitulr,
rarificade o no ramificado; arile sustituido o sin sushlulr, ramificado o no ramificado; helercarilo sustituido o sin
sustituir, ramificado o no ramificado; -0Rg; -C{=0)RE; -CO:Rg; -CN; -BCN; -8Rg; -BORg, S0:Rz; -NOu, -Ns; ~N{Rg)2;
~NHC (=0)Re; -NReCEONRe)s; -OCEEDI0OR:; ~-QU{EOR:; ~-QUEOIN(R:)y; -NRC{=O0R:; o -C{Rk)s en donde
cada aparicidn de Re es independientemente un hidrégeno, un grupo protector, una fraccion alifatice, una fracoién
heteroalifatice, una fraccion acilo, una fraccion arilo, una fraccion heteroarilo, aleoxi, arfoxi, alquittio, arilio, amino,
alguilamino, dialquilamino, hetroarilext ¢ fraccidn heteroariltio; v formas farmacauticamente aceptables del misma.

En una forma de realizacion del conjugado de 1a invencion, el oligonucledtido es un sligonuciedtido antisentido o un
gapmero, En una forma de realizacién preferida, el gapmero del conjugado de la invencion comprende un blogue
central de 10 desoxinuctedtidos flanqueado por 2 blogues de 4 ribonucledtidos 2'-O-metil modificados.

En una forma de realizacidn preferida paricular del conjugado segun Ia invencidn, el oligonucledtido que es capaz
de unirse especificamente al ARNmM que codifica a-sinucleina en una region seleccionada del grupo que consiste en
una region situada en las posiciones 448-485 (SEQ 1D NO: 4), 489-516 (SEQ ID NOB) vy 502-518 (SEQ ID NC:6) del
ARNmM de la alfa-sinucleina humana en donde la numeracidn comesponde a fa posicion con respecto al primer
nuciedtido en ia secuencia de alfa-sinucieina como se define en el nGmero de acceso de NCBI NM_D00345 (SEQ 1D
NC:7). En una forma de realizacidn mas prefenda, el gapmero consiste en una secusncia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ I NO: 1, SEQ ID ND: 2 0 SEQ 1D NG 3.

En una forma de realizacién pardicular del conjugade de 1a invencian, el agente de selectividad tiene 1a estructura ()
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En una forma de realizacion prefarida, el conjugado de la invencion tisne la siguiente estructura (1V):

~ O PG ——Dligonuctectido

M -
.

o

Ci

)

en donde e oligonuciedtide comprende un acide nucleico gue es oapaz de unirse especificamente al ARNm que
codifica a-sinucieina en una regidn seleccionada del grupo que consisie en una region situada en las posiciones
448-485 (SEQ 1T NO: 4}, 499-518 (SEQ 1D NO:5) y 502-518 (SEQ D NO:6) det ARNm de iz alfa-sinucleinag humana
en donde fa numeracion corresponde a fa posicidn con respecto al primer nucledtido en la secuencia de aifs-
sinucleina como se define en el ndmero de acceso de NCBI NM_000345 (SEQ 1D NO7). En una forma de
reafizacion particular, e gligonuciedtido tiene una secuencia seleccionada del grupe que consiste en SEGQ D NO: 1,
SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NOv 3.

En aun otra forma de realizacion preferida, el conjugado de la invencion comprende un acido nucleico bicatenario en
donde el extremo 5’ de la hebra sentido estd acoplado al grupe protecior y el extremo 5 de la hebra antisentido esta
acoplado al agente de selectividad y en donde el grupo protector tiene la estructura

M-L A [ (AL2) 4~ (BLB)o)r

en donde M es H, o es 0, A es un espaciador de C18 de polietilenglicol, Bes unafuranosa, aes 2, byocsontyl2y
L3 son eniaces Tosfodiéster,

En el sentido de la invencién, e grupe protector puede estar unido a los grupos 5-0OH o 3-0H dsl aligonucledtido
por medio del compuesio enlazador.

Por ejempic, s posible unir en una dnica malécula de oligonuciedticdo un numero variable de grupoes de formula {4},
tipicamente de 2 a 4, dependiendo de si el oligonucledtido es bicstenario o monocatenario siempre que 1a unidn se
haga & través del 5-0OH yio 3-OH. También es posible que una cadena de varios grupos de férmula () se unan al
oligonucledtido, dichos gropos de formula (I} estén unidos entre si por medio de compuesios enlazadores, tales
comg s derivados de fosforamidia que producen un enlace fosfodigster entre fas moléculas vio el oligonuciedtido.
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Ademas, la construccion de oligonuciadtido puede contener una cadena de varios grupas de farmula () unidos a un
extrempo del oligonucledtido v otro grupo de formula (1) unido al otro extremo del dligonuciedlido.

Ademas, las construcciones de oligonucledstido de la invencidn pueden contener mas de un agente de
direccionamiento, distribuidos con {odas las combinaciones posibles entre fos extremos 5-0H y 3-OH de las dos
hebras del sligonurledtido o unidos al grapo de formula (). Ademas, si hay mds de un agente de direccionamiento,
estos pueden estar unidos en tandem al grupo de formuta () y/o al oligonucledtido.

Si la construccion de oligonucledtido contiene mas de un agente de direccionamiento, son posibles diferentes
combinaciones. Por eilemplo, &l grupo protector se puede unir 2 los grupos teminales 8-0H o 3-0OH de una de las
hebras del obgonuciedtido. Ctra combinacidn posible incluye un fanmaco unido al grupos 5°-CH de una hebra del
oligonucledtido vy una serie de aptameros unidos a ia unidad terminal del grupe de férmula () que se une a la otra
hebra del oligonuclestido,

€. Compoesiciones farmacéulicas de 1a invencidn

Los inventores han encontrado que ios conjugados de la invencian enen la capacidad de modular la expresidn del
ARNM de alfa-sinucleina que es diana de las secuencias de dcido nucleico de los conjugados de la invencion. En
particular, los conjugadas que comprenden gapmeros gue se dingen a las regiones 448-468 (GEQ 1D NO:4), 498-
516 {SEQ 1D NO:5) v 502-513 (SEQ IDNO:6) del ARNm de alfa-sinucieina humana como en &l nimere de aceeso de
NCB! NM_000345 pusden inducir de forma eficaz una reduccion de la expresian de alfa-sinucisina an los bulbos
olfativos (BQO), sustancia negra (SNc/AYTA}, rafe dorsal (DR) {véase el ejempio 3 y ia figura 4).

De esta manera, el experio en la materia apreciard que los conjugados de la invencién son adecusdos para el
tratamiento de enfermedades que se pueden beneficiar de ia reduccion en los niveles de expresion de los genes gue
son diana de los acidos nucleices presentes en los conjugados de la invencidn, es decir, los niveles de expresion de
alfa-sinucieina. De esta manera, en ofro aspecto, 1a invencion se refiere a un conjugado segln la invencidn para su
use an medicina. De forma alternativa, la invencion se refiere al uso de un conjugado segun la invencidn para la
fabricacion de un medicamento. Ademnds, la invencion también se refiere a una composicion fanmacéutica que
comprende un conjugado segin la invencidn y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Sea pueden formular cantidades apropiadas de ias construcciones de aligonucledtido de la invenaidn con excipientes
yla sopories fapnacsduticamente aceptables para oblener una composicion farmacéutica. Una composicion que
ehiye un conjugado segun [a invencion se puede administrar a un sujeto por varas vias. Las vias ejempiares
incluyen, administracidn intraestratial, intracerebroventricular, infratecal, intraparenguimatosa {por ejemplo, en ¢l
cuerpo estriado), intranasal y ocular, La composicion también se puede administrar de forma sistémica, por ejpmpio,
mediante inyeccion intravennsa, subcutanea o mtramuscular, que es particularmente util para la administracion de
los conjugados a neuronas pedféricas. Ademas, también es posible administrar 105 conjugados de la invencidn por
via intranasal o que permite la administracidn sistémica mediante un mode de administracidn no agresivo. Ademas,
la administracion intraventricular también puede ser adecuada. Una via preferida de administracion es directaments
en e perebro, par ejempla, en los veniriculos o el hipotalamo del cerebrg, ¢ en las areas lateral o dorsal del cerebro.

Las composiciones farmaceéuticas de 1a invencidn pueden comprender una pluralidad de conjugados diferentes, en
donde los diferentes conjugados comprenden acidos nucleicos gue se diigen a diferentes regiones de la misma
muolécula diana. Por tanto, las composiciones farmacéuticas pueden comprender gl menos 2, al menas 3, al menos
4, al menos 5, al menos & y mas conjugados diferentes gue comprende cada uno un acido nucleico diferente,

Los expertos en ia materia son familiares con los principios y procedimientos discutidos en fuentes ampliamente
conocidas y disponibles como Remington's Pharmaceutical Science {17® Ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa.,
1885) y Goodman vy Gilman's The Pharmaceutical Basis of Therapeutics (8° Ed., Pergamon Press, Elmsford, NY.,
1890) los cuales se incorporan en &l presente documento mediante referendia.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion, los conjugados se formulan segan un procedimiento
esténdar como una composicién farmacéutica adaptada para la agministracion a seres humanos y ofros mamiferos.
Tipicamente, las composiciones para administracion intravenosa o intraventricular son soluciones en tampones
acunsns isoidnicns estériles,

Cuando sea necesario, la composicidn también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local para
aliviar cualquier dolor en #f sitio de inyeccion. En general, los ingredientes se suministran por separado o mezclados
e una forma farmacéutica unitaria, por ejemplio, como un polve seco liofilizade o concentrade sin agua en un
envase hermeéticamente sellado tal como una ampolia o bolsita indicando 1a cantidad de principio active. Donde {a
camposicion se va a administrar mediante infusién, se puede dispensar con una botella de infusidn gue contiens
agua o solucion salina estéril de calidad farmacéutica. Donde {a compaosicion se adniinistra mediante inyeccion, se
puede surministrar una ampolla de agua estéril para inyeccion o solucion salina de modo que los ingredientes se
puedan mezolar antes de la administracion.
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En casos diferentes de ia administracion intravenosa, la campasicion puede contener cantidades menores de
agentes humectantes o emuisionantes o agentes reguladores del pH. La composicidn puede ser una solucién
liguida, suspension, smulsion, gel, polimero o formulacidn de liberacion sostenida. La composicion se puede
formutar con los aglutinantes y soportes tradicionales, como se sabe en fa técnica. Las formulaciones pueden incluir
soportes estandar tales como manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacaride de sodio, celilosa,
carbonato de magnesic ete., de grado farmacéutico, soportas inertes gue tienen funcionalidad bisn establecida en la
fabricacidn de farmacos. Se conecen varios sistemas de administracion y se pueden usar para administrar un agente
terapéutico de la presente invencion incluyendo encapsulacidn en Hposomas, microparticulas, microcépsulas y
similares.

En aun otra forma de realizacian preferida, os agentes terapéuticos que contienen los conjugadas de la invencion se
pueden formuiar como formas neutras o sales. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con
grupos amino libres tates como las derivadas de acidos clorhidrico, fosforico, acétice, oxalico, tartarico y similares, y
las formadas con grupos cargoxilo libres tales como las derivadas de sodio, potasio, amonio, calcio, hidréxidos
férricos, isopropilaming, frietifamina, 2-etilaminostancl, histiding, procaing o similares.

D. Usas fergpéuficas da fos conjugados de la invencion

Los conjugados de 1a invencidn se pusden usar para el tralamignto de cualquier enfermedad gue se pueda mejorar
atenuando ef gen de alfa-sinucleing en una célula gque expresa un transporiador de neurotransmisor seleccionado
del grupo de DAT, SERT y NET. B! experto en la materia entendera que los conjugados son dtiles para el
tratamiento de enfermedades caracterizadas por la expresitn anormal de 1a proteina alfa-sinucleina en una célula
{por ejemplo, acumulacion de a-sinucieina en cuerpos de Lewy) o para enfermedades en donde la proteina aifa-
sinucieing se expresa a niveles nommnales, pero que se pueden mejorar disminuyendo la expresion de dicha proteina
diana.

Por tanto, en otro aspecto, a nvencion se reflere a un conjugado de la invenuidn gus comprande

(i  al menos un agente de selectividad que es un inhibidor triple de recaptacion (IRSND) y

Gy al menos un dcido nucleico que s capaz de unirse especificamente a una molécula diana gue se expresa en la
misma célula que el fransportador de neurotransmisor en donde dicha molécula diana es a-sinucleina o &l
ARNm que cagifica a-sinucleing

en donde el cido nucleico que es capaz de unirse especificamente al ARNm de alfa-sinucleina se dirige a una
ragion en sf ARNm de alfa-sinucleing seleccionada del grupo gue consiste en una regidn localizada en las
posiciones 489-516 (SEQ 1D NO: 5), 448465 {SEQ ID NO: 4) vy 502-518 (SEQ ID NO: 6} del ARNm de alla
sinucleina humana en donde 3 numeracion corresponde @ la posicidn con respecto al primer nucledtido en la
secuencia de alfa-sinucleina definida en &l nimero de acceso del NCBI NM_(00345 (SEQ 1D NO: 7} y en donde el
inhibidor de recaptacion triple tiene ia siguiente estructura (1

R, Ro
N
N

en donde

no mson numeros enteros que tiene cada uno un valor entre 0 y 8, inclusive;

p €s un numero entero que tiene un valor entre 0 y 4, inclusive,;

R, es hidrageno: alifatico oickce o aciclico, sustituldo o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; hetercalifatico cidlico o
actelico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir, ramificade o sin ramificar;
anlo sustitulde o sin sustitulr, ramificade o sin ramificar; heteroardio sustituido o sin sustituir, ramificade o sin
ramificar; ~-C(=0)R,,; -COR:; ~CE=OINIRL): 0 ~-C(Ra)s; en donde cada aparicidn de Ra es independientemente un
hidrogeno, un grupo protector, una fraccion alifatica, una fraccion heterpalifatica, una fraccion aoiio, una fracoion
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arlo; una fraccion heteroarilo; alcoxi; ariloxi; alquiltio; ariltio; amino, alguifamingo, dialquilaming, hetercarioxs; o
fraccion heteroariltic;

Rz es hidrégene: alifatico ciclico o aciclicn, sustituide o sin sustituir, ramificado o sin ramificar, heterealifatico ciclice o
aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificade o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar;
arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramifican; heterparilo sustituido o sin sustituir, ramificade o sin
ramifican, -C{=0)Ra; -CO:Rs; -CE=EON(Re): 0 -C{Ra)s; en donde cada aparicidn de Ra es independientemente un
hidrogeno, un grupe protector, una fraccion alifatica, una fraccion heteroalifatica, una fraccidon acilo, una fraccion
arilo; una fraccién heteroarilo; alcox; arfoxi; alquiltio; arilfio; amino, alguilaming, dialquiiamino, hetercanioxe; o
fraccion heteroariltio;

Rs: es hidrogeno; haldgeno; alifgtico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificade © sin ramificar;
heterpalifatico ciclico o aciclico, sustiiuido o sin sustituir, ramificada o =sin ramificar anilo sustituido o sin sustituir,
ramificado o sin ramificar; arfle sustituide o sin sustituir, ramificado o sin ramificar, heteroarilo sustituido o sin
sustituir, ramificado o sin ramificar; -OR¢; -C(=ORc; -COxRe; -GN, -BCN; -SR¢; -80R¢; 80:R¢; ~-NOy; -N:; -N(Rc)a;
~NHC{=O)Re, -NReC{=O)N{Rs)z, ~-OC{=0)0R;; ~-OC{(=0ORg, ~OC(=OMN{Re)z ~NRLC{(=0)0ORc; o ~-C(Re)s; en donde
cada aparicidn de Ry es independientemente un hidrégens, un grupo protector, una fraccidén alifdtica, una fraccion
heteroalifatica, una fraccidn acilo, una fraccion arilo; una fraccién heteroano; alcoxi; ariloxi; alquiltio; anitio; amino,
alguitamino, dialguilaming, heteroariloxo; o fraccion hateroariltio;

R4 s arilo sustituide o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; o heteroarilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin
rarnificar,

R: es hidrogeno, haldgeno; alifatico ciclice o aciclico, sustituide © sin sustituir, ramificads o sin ramificar;
heteroalifalice ciclico g aciclico, sustifuido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar, acio sustifuido o sin sustituir,
ramificade o sin ramificar; arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heteroarilo sustituido o sin
sustituir, ramificado o sin ramificar;, -ORg; -C(=0)Re; -CO:Re; -CN; -BCN; -8Re; -S0Rg;, B0:Re; -NO:; -Naz; -NRe)y;
-NHIC(=01R:;, -NReC=OIN{Re)y: -OC{E=EOYORe: -OC{=OIRe, -OCEOIN{RY: -NR:C{=O)ORg, o -C{Rg)s en donde
cada aparicidn de Rg es independientemente un hidrogeno, un grupo protector, una fraccidn alifatica, una fraccién
heteroalifatica, una fraccion acio, una fraccion arilo; una fraccion heteroarilo: alocoxi; arilox; alguiltio; aritio; amino,
alguitamino, dialouilamino, heteroariloxo; o fraccion heteroariltio; y formas farmacéuticamente aceptables del mismo

para su uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad asociada con el depdsito de cuerpos de Lewy.

Ei térming “enfermedad asociada con el depdsito de cuerpos de Lewy” se reflere a una afeccidn que se caracteriza
por trastomos en ef metabolismo de alfa-sinunleina, gue da lugar a la formacion de inclusiones anarmales de alfa~
sinucleina. Mas en particular los trastornos de cusrpos de Lawy incluyen la enfermedad de Parkinson {EF),
demencia con cuerpos de Lewy (DCL), EP con demencia (EPD) v atrofia multisistémica. En una forma de realizacion
particular, la enfermedad asociada con el depdsito de cuerpos de Lewy se selecciona del grupo que consiste en
enfermadad de Parkinson, demengia con cuerpos de Lewy y atrofia multisisiémica.

La enfermedad de Parkinson (EP) es un irastomo degenerativo del sistema nervioso central que con frecuencia
altera las Capacidades motoras, €l habla y ofras funciones del paciente. Los sintormnas de ia enfermedad de
Parkinson resultan de la actividad muy reducida de células dopaminérgicas en la regidn pars compacta de la
sustancia negra {(SNpc). Estas neuronas se proyecian al cuerpo asirigdo y su perdida produce alteraciones en la
actividad de circuitos neuronales en los ganglios basales gue regulan el movimiento, en esencia una inhibicion de la
via directa y excitacion de la vig indirecta. La via directa facilita ¢l movimiento y g via indirecta inhibe el movimients,
por tanto, la pérdida de estas células produce un irastorne de movimiento hipocinético. La falta de dopamina
prodiuce una inhibicién aumentada de nlcleo anterior ventral del talamo, que envia proyecciones exciizdoras a la
corieza motora, lo gque produce hipocinesia.

La EF se caracteriza por una pérdida progresiva de neuronas dopamingrgicas en la SNpc y la presencia de
inclusiones intracelulares designadas como cuerpes de Lewy (L3). Neuroguimicamente, la EP esta marcada por
disfuncion del complgic mitocondrial | & indices aumentados de estrés oxidativo. Se han propussio varios
mecanismos patogénicas para la EP incluyendo estrés oxidativo y nifrosative, disfuncidn mitocondrial, mal
plegamiento y agregacion de proteinas, y apoptosis. La EP es mayoritariamente esporadica. pero se ha mostrado
gue algunos de los casos de EP son familiares. El primer gen de EP familiar identificado fue a-sinucleina {o-siny que
de hecho es sl componente principal de los LB en todos los pacientes de EP. La funcion normat de a-sinucieina se
enfiende mal. o-Sinucleina se puede unir a lipidos y, en neuronas, se asocia con vesiculas presinapticas v la
membrana plasmatica, posiblemente a través de balsas lipidicas. Las formas patoldgicas depositadas de o
sinucleina se agregan y nmuestran menor solubilidad oue la proteina normal. Se han descrito tres mutaciones
puntuales gue causan EP familiar, pero también se ha descrito que duplicaciones y triplicaciones del gen SNCA son
rasponsables de EF y enfermedad de cuerpos de Lewy. Por tanto, incluse sin varnantes de secuencia, 1a dosis de a-
sinucleina puede ser causante para ia enfennedad de cuerpos de Lewy.

La demencia con cuerpos de Lewy {(DLB} también se conoce como demendcia de cuerpos de Lewy, enfermedad

difusa de cuerpos de Lewy, enfermedad cortical de cuempos de Lewy o demencia sendl de tipo Lewy. Esta
enfermedad esta estrechamente relacionada con las enfermedades de Alzheimer y Parkinson y se caracteriza
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anatémicamente por la presencia de cuerpos de Lewy, que son masas de alfa-sinucleina v proteina ubiguitina en
nauronas detectables en histologia cerebral post mortem.

La atrofia multisistémica o MSA es un trastorno neurodegenerstiva asociado con la degeneracion de células
nerviosas en areas especificas del cerebro. Come resuitado de la degeneracion celular, surgen en el paciente
problemas con el movimienio, equilibrio y otras funciones autondmicas det cuerpo tales como controt de la vejiga o
tensidn sanguines.

En una forma de realizacion preferida particular, el conjugado segun la invencion se adminisira por via
intraventricuiar o intranasal.

E. Sinfesis de los conjugados de fa invencion

Los conjugados de la invencion tipicamente se sintetizan usando procedimientos estandar en sinfesis organica. El
expaerto en la matera apreciard que las etapas exaclas de la sintesis dependeran de la estructura exacta del
conjugade que se tiene que sintetizar. Por gjemplo, si el conjugado comprende una sola hebra de acido nucleico
coniugada con e} agente de selectividad a traveés de su extremo 5, entonces normalmente la sintesis se lleva a cabo
poniendo en contacto un eligonuciedtido amineactivado y un reactivo de selectividad activado por un reactivo.

Enn donde el conjugadae comprende un acide nudleico bicatenaric, entonces se sintetizan las hebras sentido y
antisentido por separado y se hibrdan in vitro usando procedimientos estdndar de biologia molecular. En un
conjugado tipico, la primera de as hebras del acido nucleico lleva el agente de selectividad y ia segunda hebra de
acido nucteico lleva un grupo protector. En una forma de realizacion aun mas preferida, el agente de selectividad se
acopla al extremo 5' de la primera hebra de acido nucleico yio el grupo protector se une al extremo 5° de la segunda
hebra de acido nucleico, aungue la union del agente de selectividad o del grupo protecior también se pueds llevara
cabo en los extremos 3’ de las hebras de acidos nucleico.

La sintexsis de los conjugados se puede lievar a cabo como sigue:
[1] Los conjugados gue tenen la estructura

Agerte de selectividad ~ [Oligonuciedtidol-3
se sintelizan tipicamente usando 133 siguientes etapas:

(i}  Activacidon del agente de seleclividad. Preferiblements, &l grupo activador en el agents de selectividad es un
grupo succinimida o un grupo aming. Si el agente de selectividad tiene una amina primarnia o secundaria, puede
gue la aclivacion no se necasite ya que el sligonuclestido activade puede reaccionar con el grupo amino en e}
agente de selectividad.

(i Activacion del oligonuctedtido en su extramo 5'. Preferiblemente el grupo de activacion en el gligonucledtido es
un grupo amino {en donde el agents de seiectividad se ha activado mediante un grupo succinimida) o un grupo
carboxio (en donde el agente de selectividad se ha activado mediante un grupe amina o contiene un grupo
amina) y

iy poner en contacto el agente de selectividad activado con el oligonuciedtido activado en condiciones adecuadas
para ia reaccion entre los dos gnipos de activacion.

[2] Los conjugados que tienen 1 estructura

Grupo protecior - [Hebra sentido]-3
3 - [Hebra antisentido] — Agente de selectividad

tipicamente se sintetizan usande 1as sigulentes etapas:

(i} Activacidn del agente de selectividad. Preferibiemente, el grupo activador en el agente de selectividad es un
grupo succinimida o amino,

(i} Activacion de fa hebra sentide en su extremo &' Preferiblemeante, &l grupo de activacidn en el oligonuciaedtido
25 un grupa amine {en donde e agente de seleclividad se ha activado mediante un grupo succinimida) o un
grupo carboxilo (en donde el agente de selectividad se ha activado mediante un grupo amina o contiene un
grupn amina),

(i Poner an contacto el agente de selectividad activado con la hebra sentido activada en condiciones adecuadas
para {a reaccion entre las dos grupos de activacion

(iv) Afadir el grupoe protector a la hebra antisentido inmovilizada, Esta etapa preferiblemenie se lleva a cabo
usando un oligonucledtido cuyos grupos reactivos estén bloqueados mediante acetilacidén o bencilacidn (fos
grupos furanosa), 2-ciancetilacion (los enlaces fosfodiéster) y FMOC (las grupos amino exociclicos).

{v} Hibridacion de las hebras sentido y antisentido
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Los conjugados de fa invencian se pueden preparat usando técnicas que conocen 10s expertos en la matera. La
sintesis de conjugados puede implicar 1a proteccion y desproteccion selectiva de grupos funcionales. Los grupos
protectores adecuados fos conoce hien el experto en la materia. Par gjemplo, se proporciona una revisidn general de
grupos protectores en quimica organica en Wuls, P.G.M. y Greene T.W. en Profecting Groups in Organic Synthesis
(47 Ed. Wiley-Interscience), y en Kocienski P.J. en Profecting Groups (37 Ed. Georg Thieme Verlag).

En el contexio de la presente invencion, los siguientes términos tienen los significados detallados a continuacion:

- Eltérmino “alquio de C+-Cy” se refiere 8 un radical de hidrocarburo lineal o ramificado gue consiste en gtomos
de carbono e higrégeno, gue no contiens insaturaciones, gque tiens de uno a seis, preferiblemente de uno a tres
(alguilo Cs-Ga) atomos de carbone y estad unido al reste de la molécula por un enlace sencillo. Ejemplos de
grupos alguilo incluyen, pero no estan limitados a grupos alquilo tales como metilo, etilo, propilo, isopropito,
butilo, ischutilo, t-hutilo, pentilo y haxilo. Preferiblemente alquilo se refiere a metilo.

- Eltérmino “haldgenc” se refiere a bromo, clore, vodo o fluor.

- El términa "haloalquilo” se refiere a un grupo alquilo como s& ha definido antedonmante en donde al menos un
atomo de hidrogeno se ha cambiado por haldgeno. Ejempios de grupos baloalquilo incluyen, pero no estan
fimitadas a CFy, CCl;, CHF., CF:CF,. Preferiblemente haloaigulio se refiers a CFs.

- Ef término “arilo Ce-Cqy” se refiere a un grupo aromdtico que tiene entre & y 10 4tomos de parbong, gue
comprende 1 0 2 ndcleos aromaticos, unido por medic de un enlace carbong-carbono ¢ fusionade, incluyenda
por eiempla fenilo, naftilo y difenito. Preferiblemente "anlo” se refiere a fenilo.

- Eltérmino "heterociclilo” se refiere a un radical anillo estable de 3 a 10 miembros, preferiblemente un anillo de 5
0 6 miembros, que consiste en atlomas de carbond y de uno a cince hetercatomos seleccionados del grupo que
consiste en nitrogeno, oxigeno v azufre y gue puede estar parcial o iotalmente saturado o ser aromatico
(“hetercariio™. Para los fines de esta invencidn, el heterociclo puede ser un sistema de anilios monocicliio,
biciclilo o triciclicle, que puede incluir sistemas de anilios fusionados, &n una forma de realizacion particular, el
grupo heterociclilo es succinimida.

Los compuestos de |la presente invencion representados mediante fa anterdormente descrita farmula (I} pueden
inclulr esterecisémero dependiendo de la presencia de centros guirales. Los isémeros Gnicos, enantidmeros o
diastereoisomeros y mezcias de los mismos estéan en al ambito de fa presente invencidn.

A menos que se indique de olrg manera, se pretende que los compuestos usados en la invencidn incluyan
compuestos gue solo se diferencian en ia presencia de uno 0 mas atomos isotdpicamente enriquecidos. Por
ejemplo, compuestos que tienen las estructuras presentes excepto por la sustitucion de un hidrdgeno con deuterio o
tritio o la sustitucidn de un carbono con un carbono enriquecido en ¢ o “C o un nitrdgeno enriquecido en N estan
dentro del ambito de la ivencion.

Sirdesis usando un acido nucleico amino-derivado y un inhibider friple de recapiacion activado

En una primera forma de realizacion, los conjugados de la invencidn se puedan obtener acoplando un acide nucleico
amino-dervado a una forma derivada activada de un compuesto de estructura (D o andlogo del mismo. En una
forma de realizacion particular, la forma del derivado activado es un derivado de un compuesto con la estructura (1)
en donde Rz es H, segin la siguiente estructura {vii):

an donde

n o mson pumeros enteres que cada uno iene un valor entre 0 v 8, inclusive;
P es un numero entero que tisne un valor entre 8 v 4, inclusive;

g es un ndmero entero gue tene un valor entre 0 y 20 inclusive;
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R, es hidrégeno, alifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificade o no ramificade; heteroalifatics ciclico
o acickco, sustituide o sin sustitulr, ramificado o no ramificade; acilo sustituide o sin sustituir, ramificado o no
ramificade; arile sustituido o sin sustituir, ramificado ¢ ho ramificado; hetercarilo sustituido o sin sustituir, ramificado o
no ramificado; ~-C{=0)R,,; -CO2R,; -C=OINIR): 0 ~-C{RL)s; en donde cada suceso de R, es independientemente un
hidrogeno, un grupo protector, una fraccion alifatica, una fraccidn heteroalifatica, una fracoidn acilo, una fraccion
arilo, una fraccién heteroariio, alcoxi, ariox, alquiltin, ariitiv, amine, alquilaming, dialguitamino, hetroariloxi o fracoidn
heteroariitio;

R. es hidrogeno, haldgeno, alifatico ciclico o aciclice, sustituido o sin sustitulr, ramificade o no ramificado;
hetergalifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustitulr, ramificado o no ramificado; aclio sustituido o sin sustituir,
rantificads o no ramificado; arde sustituido o sin sustituir, ramificads o no ramificado; heteroarilo sustifuido o sin
sustituir, ramificado o no rmamificado; -ORq; -C(=0)Rq; -CO2Re; -CN; -SCN; -SRe; -SCORp; SChRe; -NO32; -Na; -N{Rc)a;
-NHC =R, -NRCEOINR:); -OC{EOOR,; -OCE0R,, -OCEOIN(Re):; -NRC{=0)OR:, o -C(Rc)s; en donde
cada suceso de R; es independientemente un hidrdgeno, un grupo protector, una fraccidn alifatica, una fraccidn
heterpalifatica, una fraccion acilo, una fraccion arilo, una fraccion heteroarilo, alcoxi, ariloxi, alguiltio, arilio, amino,
alguitaming, dialguilamino, hetroarifoxi o fraccidn hetercariltio;

. es arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o no ramificado; o heteroarilo sustituido o sin sustituly, ramificado o no
ramificado;

Ry es hidrogeno, haldgeno; alifatice ciclico o aciclico, sustduido o sin susiituir, ramificado o no ramificado;
heterpalifatico niclico 0 aciclica, sustituide ¢ sin sustituir, ramificado o no ramificado; acile sustituido 0 sin sustituir,
ramificade ¢ no ramificade; arle sustituido o sin sustituir, ramificade o ne ramificado; heteroarilo sustiuido ¢ sin
sustiuir, ramificado ¢ no ramificade; ~-ORg; -C{=0)R:; -CO:RE; -CN; -8CN; -8R, -SORs; SQ2Rs; ~NC2; ~Ny; ~N{Re)y;
NHC=0)Rg, -NReClE=ON{Re)s: -OC(=0}0Rg; -QC{E0R; ~-OC{EON{Re):; -NR:C{=0)0R:; o -C{Re)s; en donde
cada suceso de Re es independientements un hidrégens, un grupd protector, una fraceion alifatica, una fraccidn
heteroalifatica, una fraccion acilo, una fraccion arilo, una fraccién heleroarlo, alcoxi, arfloxd, alquiltio, arifio, amino,
alguilamino, dialquilamino, hetroarifoxi o fraceidn heteroariltio) y

R& es un radical activador de carbonilo.

Ef terming “radical activador de carbonilo” se refiere a un sustituyente de un carbonilo que hace wse carbonilo
propenso g adicion nucieofilica. En una forma de realizacion particular, forma, junio con el grupo carponile, un
anhidride, un haluro de acido 0 un grupo éster. En una forma de realizacion preferida, el radical activador de
carbonilo se selecciona de haidgeno, ~CO(OIR, -OR', -8R, endonde R, R’ y R” s¢ seleccionan independientemente
de aiquilo, haloalguilo, heteroeichile, artba v hetergania de Cy+-Cs.

Ei térming "grupe aclivador de carbonile” se refiere a un compuesto que convierte et carbonilo de un grupo acido
carboxilico a uno que es Mas propenso a la adicién nucledtia, tal como, por ejemploe, anhidridos, halures de acido
carbaxilico, carbodiimidas, agentes halogenantes, disulfures, ete. En una forma de realizacion particular, el grupo
activador de carbonilo se selecciona de agente halogenante, RIOICOC(OIR, RC{O)haldgena, R'OH, R"SH, R"88R™;
en donde R, R y R se seleccionan independientemente de alquilo de C-Cs, halealquilo, heterociclilo, arifo y
heteroarilo.

En una forma de realizacién panticular, el grupo activador de carbonile es N-hidroxisuccinimida, En este case, la
reaccién preferiblements se realiza en presencia de un grupoe activador de carbonile adicional.

Los grupos activadores de carbonilo adecuados parg este proceso incluyen carbodimidas, tales como
diciclohexiicarbodiimida (DCC) y diisopropilcarbodiimida (DIC) y tiazoles, tales como 1-hidroxi-benzotriazol (HOB v
1-hidroxi-7-aza-benzotriazol (HOAD. En una forma de realizacion preferida, el compuesto de formula (Vil) se hace
reaccionar con N-hidroxisuccinimida en presencia de diisopropiicarbodiinida para dar el derivado activado.

En una forma de realizacién particuiar, R® es un grupo succinimidoxi. Por tanto, en otra forma de realizacion, los
conjugados segun la invencion s pueden obtener acopiando un dcide nucleico amino-derivado g una forma
derivada activada de sertralina o un analogo de la misma, en donde ef dernvado aclivado de un agente ge
selectividad es un compuesto de formula (Vi)
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)
en donde Ry, Ra, Ry, Rs, Re, b, 1, p ¥ 4 500 como se han definide antericrmente.

Segin una forma de realizacion particular, ef compuesta activado de férmuia (Vi) es &l compussto

10 Segun una farma de realizacion, 105 compuestos segin la invencidn sg pueden preparar medianie una secuencia
que comprende:

a) hacer reaccionar un compuesto de Hrmula (V)

15
¥ un agente acilante de formula (X}

,U\WNH-PG
z P

(X

20 endonde p es como se ha definido anteriormente, Z es haldgeno u OH y PG es un grupa protector amino para dar
un compuesto de férmula (X)
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o)
H
R, )-l\ N—PG
{-f
“ Op

Oy

Los grupos protectores normalmente usados para aminas incluyen carbamatos, tales como carbamatos de tert-
butifo, bencilo, 2.2 2-tricioroetile, 2-trimetilsililetile, 9H-fluoreniimetifo (Fmog), alile o nitrofenilo; amidas, tales como
formamidas, acetamidas, irifiuoraacetamidas, sulfonamidas, triffubromeataonsulfoni amidas o tert-butiisuifonit amidas;
y ail o arilslguilaminas, tades comoe p-metoxifend, bencd, p-metoxibencil, 3 4-dimetoxibenci, dimetaxitritt o
monometoxitritif aminas. En una forma de realizacion particular, el agente acilante de formula (1X) es el acido 9H-
fluorenilmetoxicarbonil-6-aminohexanocico.

Los compuestos de fdrmula (V) se pueden preparar & su vez, por gjempio, como se describe en el documento
USEB455736. &n particular, cuando el compuestio de forrmuta (V) es seriraling, se puede obtener del clorhidgrato
corfespondiente (comerciaimente disponible) mediante tratamiento con una base adecuada, incluyendo bases
organicas e morganicas fales como carbonates o hidréxidos alcalinos o alcalinotérrens, amoniaco o aminas, tales
comp trimetilaming, trietilamina, diisopropiietitamina, piridioa, piperidina, marfolina y similares.

b} desproteccidn del grupo aming protecior en el compuesio de formula (V) para dar un compuesto de frmula (XI):

i

Las condiciones de desprotecciin las conoce el experto en la materia, por gjemplo, en Profecting Groups in Organic
Synthesis (\Wuts, P.G.M. and Greene T.W., 4% £d. Wiley-inlerscience) v en Protecting Groups {(Kocienski P.J., 3* £d,
Georg Thieme Verlag) En una forma de realizacion particular, el grupo protector se elimina en presencia de una
amina, tal como piperiding, morfoling, diciclohexilamina, dilsopropiletilamina o dimetilaminopividina, preferblements
en presencia de piperiding.

£y hacer reaccionar el compuesto de formuta (XI) con un agente acilante de farmula (X} o Xk
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en donde n es como se ha definido anterormente y Z es haldgeno u OH, lo que produce un compuesto de formula
(X

Ry
(XIV)

En una forma de realizacion particular, of agente acilante es anhidrido suncinicn,
d) iratar un compuesto de formula (XIV) con un grupo activador carbonilo.

El términe "grupo activador de carbonile” se reflere a un compuesto que convierte el carbonilo de un grupo 4cido
carhoxilico a uno gue @5 Mas propensc a adicion nuclecfilica, tal comop, por ejemple, anhidridos, haluros de acido
carboxilico, carbodimidas, agantes de halogenacion, disulfuros, etc. En una forma de realizacion padicular, el grupo
activador de carboniio se selecciona de agente de halogenacion, R{OICOC{OR, RC{O)halogeno, R'OH, R"SH,
R"S3SR"; en donde R, R y R” se seleccionan independientemente de alguilo, halealguito, heterociclilo, arilo y
heteroariic de C+-Cas.

En una forma de realizacion particular, &f grupo activador de carbonilo es N-hidroxisuceintimida. En este caso, la
reaccidn preferiblemente se realiza en presencia de un grupo activador de carhenile adicional,

Por tanio, en una forma de realizacion particular, la etapa o) comprende tratar un compuesio de frmula XIV) con N-
hidroxisuceinimida en presencia de un grupo activador de carbonilo adicional,

Los grupos activadores carbonileo adecuados para este procesg incluyen carhodilmidas, tales como
diiclohexdlcarbodiimida (OCC) y diisopropilcarbodiimida (DIC) y inaznloles, 1ales coma 1-hidroxi-benzotriazel (HOBY
y {-hidroxi-7-aza-benzotriazol (HOAL). En una forma de realizacion preferida, ef compuesio de formula (XIV) se hace
reaccionar con N-hidroxisuccirimida en presencia de dilsopropilcarbodiimida para dar ¢l derivado activado,

Sagun otro aspecto, la invencion se dirige a un intermedio de formula (X},

0

H
R, N—PG
/
\N/\OD

bn

en donde RI-R® m, n, 0, p y PG son como se ha definido anteriormente.

36



15

10

ES 2967 530 T3

En una forma de realizacion preferida, R' es metilo, RZR% son hidrogeno, X e Y are clorurs, W es hidrdgeno, pes 5y
PG es 9H-fluorenilmetoxicarbonilo. Mas preferiblemente, el compuesto de férmula (X) es el compuesto:

)
{(‘
przde
SEEEEE 9]

@]
8]

Cl

i
5

Segun otro aspeclo, 1a invencidn se dirige a un intermedio de drmula (X5,

xn
en donde R-R5 m, n, 0y p sont como s ha definido anteriormente.

Mas preferiblements, el compuesto de fdrmula (Vi) &s el compuesto;

Segun otro aspecto, la inventidn sa dinge a un intermedio de farmula (XIV)
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Q
H
Ry N CH
AN
N 0
(ha O o
. |
(Rs)p i Ra
)l“
Ry
X
en donde R'-R%, m, n, o, p ¥ 4 son como se ha definido anterionmente.
5
Mas preferiblemente, el compuesto de formula {VH} es:
10

(XV)

15 en donde R'-R® m, n, 0 pynson como se ha definido anteriormente,

Mas preferiblemente, el cormnpuesto de farmula {XV) es ef compuesta;
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La hebra de ARNIp que s va a unir al agente de selectividad se forma mediante sintesis de fase sdlida por etapas
en un soporte sélido siguiendo el métode divulgado en *Oligonuciectide synthesis, a practical appreach.” editade por
M.d. Gait. IRL Press-1985.

Para conjugar e agente de seiectividad, #f oligonucledtido necesita estar aminodernivado. Esto se puede hacer en el
extremo.5' 0 en el 3'. En una forma de realizacion pretferida e agente de selectividad se une al extremo &'

Segun una forma de realizacion de la sintesis, un conjugado seqgun ia invencion se pusde preparar haciende
reaccionar el agenie de selectividad y un oligenuntestide aming-modificado de formula:

Ef procedimiento general para activar un oligonuciedtido usando un modificador amino enlazador sera fipicamente
segun el esquema siguiente:

OH-&-Ohigonucledtido-CPG Ry = (OHI O P - QOCN
NP
I
HaNe— { GO 8 - G- Qligonuciedtido
|

o

Despuds de acoplar el grupo 5-0OH del oligonuciestido al enlazador amine, #f grupo profector de amino se elimina en
condiciones conocidas. Por gjemplo, los denvados aming protegidos con TFA se pueden desproteger mediants
tratamiento con amaoniace, misniras que ios derivados amino protegidos con MMT se pueden desproteger mediante
tratamiento con acido acético, acido cloroacético, acido dicloroacético o acido triflurcacético.

Método general de sintesis del oligonucledtido aminemodificadn:

{0  preparar una solucién de molécuia de entazador/modificador {(secada al vacio) en acetonitrilo anhidrido {se usa
una solucion 0,1 M en la mayoria de las amiditas comercialmante disponibles) v colocarla en un deposito extra
en el sintetizador (Y}

(iiy al inicio de la sintesis de la secuencia de oligonucledtide requerida, afadir la base Y en el exiremo 5°. Esto
permitird que la moléoula de enlazadorimodificador del depdsite Y se acople al extremo de la secuencia dsl
oligonuciedtido

(ify iniciar 1a sintesis usando el ciclo de acoplarmiento adecuado, El mismo ciclo de acoplamiento se usara para
llevar a cabo el acoplamiento de fa moiécula de enlazador/modificador
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{iv} al final de la sintesis del oligonuciedtido, lavar el soporte y por ultimo secar el soporte con gas
(vi eliminar el soporte sdlido de fa columna y transferivlo a un vial con lapa de rosca y completar la desproteccion
de 2 etapas.

Ei oligonucledtido aminomodificado se debe desproteger para la conjugacion adicional con el agente de selectividad.
Para este fin todos los grupos protectores restantes en el oligonuciadtido se eliminan como sigue. Se afadieron 500
W de una mezcla que contiene ef 20% viv de metilamina {solucién gcuosa al 40%;) y el 80% vv de una salucion
saturada de amoeniace {que cantiene el 30-32% pesoivolumen de NH;) a un tubo Eppendorf con el oligonucledtido
{escala 200 nmoles). El tubo se cerrd herméticamente y se calentd durante 45 minutos a una temperatura de 85°C.
Este procedimiento elimina los grupos proteciores en el gtomo de fosforo de los nucledtidos {(acetiacion o
benzoilacion de la furanosa y la 2-cianometilacion de los anlaces fosfodiéster) y i0s grupos protectores de los grupos
amiro exociclicos (Bz, Ac, IBU). La mezala se enfrid despuss vy se fillrd v el sobrenadante se secd. El precipitado
residual se hizo reaccionar con trietiliamina-HF 1 M durants 3 horas a 65°C para cortar los grupos proteciores en 2
de ios nucledtidos (2-1-butil dimetit sililo-TBDMS). For ulimo, la solucion resultante se desalé en una columna de
Sephadex, dejando un oligonuciedtido §-aminomadificado.

En el casn de incorporacion del eniazador modificador amino en e extremo 3 se debe usar el soporie polimérico
correspondiente (holas de CPG) y el esguema de sintesis comrespondera al siguiente diagrama;

O

1
OHuS‘ZOiigonucieéﬁdo»o——}‘;—-ﬂ—{ CHydmNHL TFA {CPG)

Q

Rl

N2

1]
OH-SE—Oiigonuc!eéﬁdo—O“?«O«{CHQ}FNHQ

0

&

(la hidrolisis s& puede hacer usando hidroxido de amonio o reactivo de Beckman) (metilamina: hidréxido de amonio).

En ambos casos, la etapa de desproteccion serd idéntica y el enfogque de conjugacion en cada caso también es
idanticn, pere con diferentes grados de eficacia. En la mayoria de los casoes, se alcanzan mejores resultados con la
derivacion §-amino.

En una forma de realizacion particular, e oligonuciedtido se hace reaccionar previamente con una fosferamida
divalente o tnvalente. De este modo se puede obiener un compuasta con dos o tres posiciones de acoplamiento, da
modo que se pueden acoplar al oligonucledtido dos o tres molécuias de agente de selechvidad. Dichas dos o tras
moléculas de agente de selectividad pueden ser similares o diferentes.

En una forma de realizacidn particular se acoplan al dligonucledlido dos ¢ tres moléoulas del mismo agente de
sglectividad. En otra forma de realizacion, se acopian al oligonucledtide dos o tres molécuias de agentes de
selectividad diferentes.

En una forma de realizacion, el oligonucledtido se hace reaccionar con una fosforamidita bivalente o trivalente.

El sxperto en la materia conoce grupas protectores hidroxi, asi como las condiciones adecuadas de proteccion y
desproteccion, por ejemplo, en Profecting Groups in Organic Synthesis (Wuts, P.G.M. v Greene T.W., 4" Ed. Wiley-
interscience) y en Frofecting Groups (Kecienski P.J,, 3" Ed. Georg Thieme Verlagy.

En una forma de realizacion particular, los grupos protectores hidroxi se seleccionan de éteres, silil éleres, ésteres,
sulfonates, sulfenatos, suifinates, carbonatos y carbamates. En una forma de realizacion preferida, los grupos
protectores hidroxilo se seleccionan de acetilo, benzoilo, benciio, metoxietoximetil eter (MEM), dimetendiritilo (DMT),
metoximetil  &ter (MOM), metoxitritio  (MMT), p-metoxibencil éter (PMB), metifiometil éter, pivailoilo (Piv),
tetrehidropiraniio (THP), Tritilo {11, OH-fluoreniimetile (Fmoe), trimeti! sllilo (TMS), tert-butiidimetilsilio (TBDOMS), tert-
butidimetilsiliiodmatile (TOM) ¢ trisopropilsilil (TIPS} ofer. Preferidlemente, PG, PG y PG se seleccionan
independientemente de H, DMT y Froc.

Sintesis usando un &cido nucleico carboxi-tderivado v un inhibidor triple de recaptacion activado

40



10

15

20

25

30

5

40

ES 2967 530 T3

En una forma de realizacion preferida alternativa, el conjugado de la invencion se obliene por la conjugacidn de un
agente de selectividad amino-derivado y un oligonuciedtido carboxil-derivade. En particular, el conjugado de la
invencion tiene la estructura (1

0 o

O P s Qe O igy G103 cle 0tido - 3

o

@i

en donde

n O msoen ndmeanss enterms que cada una fHene un valor entre 0 y §, inclusive;

G es un nimere entero que tiene un vaior entre 0 y 4, inclusive;

Q €5 un namerg entero que tiene un valor entre § y 20 inalusive;

R, es hidrégena, alifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificade o no ramificade; heteroalifatico ciclico
o acichco, sustituide o sin sustituir, ramificado o no ramificade; acilo sustituide o sin sustituir, ramificado o no
ramificade; arile sustituide o sin sustituir, ramificado o no ramificado; heteroarilo sustituido o sin sustituir, ramificado o
no ramificada; -C{=OIR,; -CO2R,; -CEOINRL): o -C{Ra)s; en donde cada suceso de Ra es independientemente un
hidrogeno, un grupo protector, una fraccion alifatica, una fraccidn heteroslifatica, una fraccidn acilo, una fraccidn
ariln, una fraccidn hetercarilo, alcox, ariloxd, alguiltio, ariltio, amino, alquilamine, dialguilaming, hetroariloxi o fraceidn
heteroariitio;

R. es hidrogeno, haldgeno; alifatico ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificade o no ramificado;
heteroalifatico ciclico o aciclico, sustituide o sin sustituir, ramificado o ne ramificado; acilo sustituldo 0 sin sustituir,
ramificads o no ramificade; arile sustituido o sin sustituir, ramificadse o no ramificado; heterparilo sustiiuido o sin
sustituir, ramificado o no ramificado; -ORg; -C(=0¥Rg; ~CO:Re; -CN; -3CN; -BRe; -80Re; S0:Re; -NQ2; -Ns; -N(Rnjz;
NHC(=0)He, -NRC{=OIN{Rp)q; -OC{=0)0R,; -OC(E0OIR:, -OCEONIRG),, -NR:C{E=O)OR:, o -C(Rc)s; en donde
carda suceso de R; es independientemente un hidragens, un grupo protector, una fraccidn alifatica, una fraccion
hetergalifatica, una fraccion acilo, una fraccion arilo, una fraccion heteroarnlo, alcoxi, artox, alguiltio, arifio, amino,
alguilamine, dialguilamine, hetroariioxwd o fraceidn heteroariliio;

R. es arile sustituido o sin sustituir, ramificado ¢ no ramificado; ¢ heterparilo sustituido o sin sustitulr, ramificado o no
ramificado;

Rs es hidrageno, haiggeno, alifdtico ciclico o aciclice, sustituido o sin sustituir, ramificade o no ramificadn;
heteroalifatico ciclico o aciclico, sustituide o sin sustituir, ramificado o ne ramificado; acilo sustituldo o sin sustituir,
ramificade o no ramificade; arile sustituido ¢ sin sustituir, ramificadoe o no ramificado; heteroarilo sustituido ¢ sin
sustituir, ramificado o no ramificado; <ORg; -C(=O)Rg; -CO:RE; -CN; -SCN; -SRg; -SORg; S0uRe; -NOgz; <Ny, -N{Rg}z;
SNHC(=O)Re, -NReCl=OINRe):: ~QC{EQIOR:; -OC{EDIRe, -QC{EOIN{Re)z: -NReC{=0H0R:; 0 -C{Re)s; en donde
cada suceso de Rg es independientemente un hidrdgene, un grupo protector, una fraction alifatica, una fraccién
heteroalifatica, una fraccion acilo, una fraccidn arilo, una fraccidn hetercarla, alcox, ariloxd, alouiltio, ariltio, amino,
alguilaminoe, dialquilamino, hetroaritoxi o grupoheteroariitio; v formas farmacéuticamente aceptables del mismo;

y en donde el oligonuclestido es un acide nucleice que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana en
donde dicha molécula diana es alfa-sinucleina o el ARNm que codifica a-sinuclelna.

El proceso de sintesis de un conjugado gue tiene la estructura () comprende hacer reaccionar un compuesto gue
tiene la estructura (V)
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con un oligonuciettide sarboximodificade que tene ia oromula (Vi)

COQOH

st

3 -OH—Oligonucledtido}—0—

.._Q_(./)‘;

Glets

v

Por tanto, ia invencién también se refiere a un compuesto que tiene la estructura (V1 en donde el oligonucledtido es
un acido nucleico que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana en donde dicha molécula diana es
alfa~sinucteina o el ARNm que codifica alfa-sinucleina, En una forma de realizacidn particular, el nligonucledtido en
el compuesto que tiene la estructura (Vi) es un gapmero antisentido. En particular, dicho gapmere comprende un
blogue central de 10 desoxinuciedtidos fanqueados por blogues de 4 ribonuciedtidos 2-C-metil modificados.

En una forma de realizacion particular, el oligonuciedtido se diige a una region en el ARNm de alfa-sinucieina
sgeleccionada del grupo gue consiste en una region situada en las posiciones 448-465 (SEQ 1D NG:4), 489-516 (SEQ
D NC:SY y 502-519 {(SEQ 1D NO: 8) del ARNm de alfa-sinucleina humana en donde la numeracion corresponde a la
posicion con respecto al primer nucledtido en la secuencia de alfa-sinucleina como se define en &l nimero de
acceso de NCBI NM_000345 (SEQ ID NO:7). €n una forma de realizacion preferida, el oligonucledtido en el
compuesto que tiene la estructura Vi consiste en una seouencia seleccionada del grupo gue consiste en SEQ 1D
NC:1, SEQ 1D NO2 0 8EQ 1D NG:S.

Grupos protectores comanmente usados para aminas incluysn carbamatos, tales como carbamatos de tert-butilo,
bencito, 2,2.2-tricloroetio, 24rimetiisililetito, 9H-fluorenimetilo (Fmog), alllo o nitrofenilo; amidas, tales como
formamidas, acetamidas, tiflucroacetamidas, sulfenamidas, tifluorometanosulfontl amidas o tert-butilsulfonit anidas;
y anl o arifaguilarninas, tales como p-metoxifenit, bencil, p-metoxibencil, 34-dimetoxibencl, dimetoxitritii o
monometoxiffitil aminas. En una forma de realizacion particular, e agente acilante de formuia (VE) es acido 9H-
Huoreniimetoxicarbonil-6-aminghexanoico,

El experto &n la materia conoce las condiciones adecuadas de desproteccion, por ejemplo, en Profecting Groups in
QOrganic Synthesis (Wuls, P.G.M. y Greene T.W., 4’ Ed. Wiley-Interscience) y en Profecting Groups {Kocienski P.J.,
3" Ed. Georg Thieme Verlag). En una forma de realizacion partinuiar, ef grupo protector se elimina en presencia de
una amina, tal como piperding, morfoling, diciclohexilamina, diisopropiietiamina o dimetilaminopinidina,
preferiblemente en presencia de piperiding.

La hebra de ARNip que se va a unir al agente de selectividad se forma mediante sintesis de fase sélida por etapas
en un sepone sélido siguiendo el método divulgado en *Oligonucleatide synthesis, a practical approach.” editado por
M.J. Gait. iIRL Press-1985.

Para conjugar el ligando de selectividad, el oligonuciedtide necesita estar carboxiderivedo. Esto se puede hacer en
el extremo 5 o en ¢l 3. En una forma de realizacion preferida sl ligando de selectividad se une al extremo 5.

Segun una forma de realizacion, los conjugados de formula (Hl) se pueden preparar haciendo reaccionar un
compuesto de ormula (V) como se ha descrito antedormente y un oligonucledtido carboxi-modificado de drmula
(Vi)

Ef procedimienio general para activar un oligonuciedtide usando un enlazador carboxilo un modificador serdg
tipicamente sequn ¢l esquema siquiente;
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Método general de sintesis del pligonudedtido carboximodificado:

(iy preparar una solucion de molécula modificador en acetonitrilo anhidrido vy colocada en un depdsiio extra en el
sintetizador (Y)

(iiy al inicio de la sintesis de la secuencia de oligonucledtide requerida, aftadir la base Y en e} exdremo 5°. Esto
permitira que la molécula de enlazador/maodificador del depdsito Y se acople al extremo de la secuencia dsl
oligonuciedtido

iy iniciar 1a sintesis usando el ciclo de acoplamiento adecuado. Bl mismo ciclo de acoplamiento se usara para
iavar a cabo ef acoplamiento de s molécula de enlazador/madificador

(iv) al final de la sintesis dei oligonuciedtido, favar el soporte y por dlimo secar ¢l soporie con gas

(v eliminar el soporte sélido de Iz columna y transferino a un vial con tapa de rosca y completar la desproteccion
de 2 etapas.

Ei oligonucledtido carbaximodificado se debe desproteger para la conjugacidon adicional con el agenie de
selectividad. Parg este fin todos 0s grupos protectores restantes en el oligonuciedtido se eliminan como sigue. Se
afadieron 500 ui de una mezcla gue contiene e 20% viv de metilamina (solucion acuosa al 40%) v el 80% viv de
una sclucion saturada de amaoniaco {que confiene NH; del 30-32% peso/volumen) a un tubo Eppendorf con el
oligonucledtide (escala 200 nmolas). El tubo se cemd hemméticamente y s calentd durante 45 minutos a una
temperatura de B5°C. Este procedimiento eliming os grupos proteclores en el alomo de fésforo de las nucledtidos
{(acetitacidn o benzailacion de {a furanesa v la 2-cianoetilacion de los enlaces fosfodiéster) y 10s grupos protectores
de los grupoes amino exociclicos (Bz, Ac, 1Bu). La mezcla se enfrio después y se filtrd vy et sobrenadante se seqd. B
precipifado residual se hizo reaccionar con irielilamina-HF 1 M durante 3 horas a §5°C para cortar los grupos
protectores en 2 de ios nuciedtidos {2'-t-butil dimetil sililo-TBDMS). Par ditimae, la solucidn resultante se desald en
una columna de Sephadex, dejando un cligonucledtido 5'-carboximodificado.

En una forma de realizacién particular, el oligonucledtido comprendido por el conjugado sintetizado por el método de
la invencién es un gapmero antisentide. En particalar, e gapmero comprende un blogque central de 10
desoxinuciedtidos flangueados por bloques de 4 ribonucledtidos 2°-C-metil modificados.

En una forma de realizacion preferida, el oligonuciedtido comprendido por el conjugado sintetizade por &l método da
la invencidn se didge a una region en el ARNm de alfa-sinucleina seisccionada del grupo gue consiste en una reqion
situada en las posiciones 448-465 (SEQ D NC:4}, 486-516 (SEQ 1D NO:5) y 502-518 (SEQ 1D NO: 8) del ARNm de
alfa-sinucteina humana en donde la numeracion corresponde a la posicion con respecto al primer nucledlido en la
secushcia de alfa-sinucleing como se define en el numerce de acceso de NCBI NM_B00345 (SEQ 1D NG:T). En
particular, &l acido nucleico consiste en una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ 1D NO:1, SEQ
D NC:2 0 SEQID NG,

Ei oligonuciedtide carboxil-activade se hace reaccionar después con el derivado activado de un agente de

selectividad de formula (V) como se define anteriprmente, Se obliene un compuesto gue tiene la formula QEHEF&I
{:
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En particular, este compuesto (I} comprende un oligonuctedtido que es capaz de unirse especificamente a una
molécula diana en donde dicha molécula diana es alfa-sinucieina o el ARNm de alfa-sinucieina, En una forma de
realizacién particuiar, el oligonucledtido en el compuesto que tiene la estructura {IH} es un gapmero antisentido. En
particular, dicho gapmero comprende un blogue central de 10 desaxinuciedtidos flanqueado por blogues de 4
ribonucledtidos 2-0-metit modificados.

En una forma de realizacion particular, el oligonucledtido comprendido por ef conjugado sintetizado por el método de
Iz invencion se difge a una regitn en e ARNmM de alfa-sinucleina seleccionada del grupo que congsiste en una region
situada en las posiciones 448-465 (SEQ 1D NO:4), 489-518 (SEQ 1D NO:5) vy 502-518 {SEQ 1D NO. B) det ARNm de
alfa-sinucieina humana en donde la numeracion corresponde a la posicion con respecto al primer nucledtido en la
secuencia de alfa-sinucieina como se define en el nimero de acceso de NCBi NM_000345 (SEQ 1D NO:7). En una
forma de realizacion preferida, el oligonucledtido en ef compuesto que tiene la estructura (B} consiste en una
secuencia seleccionada del grupoe que consiste en SEQ D NO1, SEQID NG:2 o SEQ 1D NO3.

Tk

Se proporcionan los siguientes ejemplos y figuras a modo de ilustracion y no se pretende gue sean limitantes de la
presante invencion,

Ejemplos

EJEMPLO 1. Validacion de direccionamiento: funcién

Disefio experimental

Para determinar funcionaimente el direccionamiento de las moléculas segan la invencion, se usé un conjugado que
comprende una molécula antisentido dirigida al receptor de SHT1A acaplada a indatralina. Indatralina es un inhibidor
ne selectivo del transportador de monocaminas que bloquea la recaptacién de dogaming, norepinefrina y serotonina.
La mokécula se administré por via intranasal para validar que la indatralina se dirige 2 los ndcleos del rafe. Se
probaron dos concentraciones diferentes (30 y 100 ugfratdn} v se evalud fa hipotermia después de la administracion
de 8-OH-DPAT para determinar funcionalmente que los receptores de 5-HT1A en el rafe eran dianas. La
temperatura basal se determing 24 horas despues de la administracion intranasal de la molécula.

S-hidroxi-2-{di-n-propitaminofetralina (8-OH-DPAT) es un agonista selectivo de S-HT1A gue induce hipotermia en
ratones activando los autorrecepotores somatodendriticos de 5-HT 1A en ef rafe mediano. Mediante este ensayo, se
determina st la hipotermia inducida por 8-OH-DPAT se puede bloquear por indatralina, si es napaz de dirigirse al
rafe, y & antisentido espenifico de 5-HT1A.

Se administraron 30 y 106 pgfraton de fa molécula sequn iz invencion por via infranasal y 24 después se midié la
temperatura basal. Se administro 8-OH-DPAT 1 mg/kg por via intraperitoneal {i.p.) v se midié la temperatura 5, 15,
30, 60 v 120 minuios despuss de ello.

Resuitatios

Se observd gue los oligos dingides con indatraling son capaces de alcanzar el rafe por via intranasal y atenuar la
expresion de 5-HT1A 24 horas después de la administracion en una unica aplicacion (vease ia figura 1). Ambas
concentraciones pudiaron bloquear &l cambio de temperatura produtido por 8-OH-DPAT en una anica dosis, pera se
eligid 30 ug/ratdn en los siguientes experimentos debido a la administracion estandar de 4 dias, o gue permite una
acumulacion del oligo a lo largo del tiempo,
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EJEMPLO 2. Validacidn de direccionamiento: localizacion

Diszefio experimental

Para visualizar si la sustancia negrs, locus cergleo y el rafe eran dianas, se usd una administracion intraventricular
de indatraling-antisentide marcada con e fluordforo Alexad 88,

La expresion del transportador de dopamina {DAT) se localiza en neuronas dopaminérgicas de la pars compacia de
la sustancia negra (SNC})

La sxpresion del ransporador de norepinetrina (NET, también conacido como familia de transportador de soluto 6
miembro 2, SLCBAZ) esta restringida a fas neuronas noradrenérgicas en ef locus ceriilen (LCY y no esta presente en
neuronas que liberan dopamina o epinafrina.

La expresidn del transportador de serotoninag (SERT) se localiza principalimente en neuronas serofoninérgicas
localizadas en los nucleos del rafe con altos niveles en el rafe dorsal (DR).

Para fines de colocalizacion se seleccionaron tirosina hidroxitasa (TH) y triptofano hidroxilasa (TPH). TH cataliza Ia
etapa limitante de velocidad en la sintesis de catecolaminas y se expresa muche en SN y LC. TPH esta implicada en
la sintesis de serotoning y se expresa en ef rafe.

Resuiltados

Se tomaron imagenes confocales en un Onico plano de las tres dreas de interés (8N, LC y DR). Se realizéd la
fluorescencia directa de indatradina-oligo-Alexa488 en verde, cotefiida con anti-TH (tirosing hidroxilasa) para LC y
SN, anti-TPH (triptéfano hidroxilasa) para DR y DAPI para la tincidn nuclear. Los animales se sacrificaron 1 hora y
24 horas después de la cirugia, y s chsenvd una tincion olara del oligo a 1 hora. No se detectd fluorescencia de
Alexa488 en otras regiones cerebrales.

Las imagenes confocales en un unico plano de las tres &reas de interés a mas aumentos mostraron que la tincion
citoplasmica e infranudlear de la molécula que colocaliza en neuronas TH {SN y LC) vy TPH (DR) era positiva.

Par tanto, se obsarvd un direccionamienta aspecifico de ia molécula 1 hora después de la administracion solo en las
areas deseadas: SN, LC ¥ DR en animales con administracion intfraventricular de ofigos conjugados con indatraling,
lo gue proporciona evidencia que los oligos dirigidos alcanzaren las dreas deseadas v se intemalizaron en neuronas,
alcanzando el citoplasma vy &l nlcieo.

ESEMPLO 3. Seleccidn de candidalos

Disefio expenimenital

3e seleccionaron un tatal de 7 moléculas precandidatas mediante ensayo de RNasa H. El objetivo de este ensayo
era determinar cual de los siete oligonuciedtidos fomenta la actividad de esta endonucleasa no especifica que
cataliza el corie del ARNm.

Para determinar la atenuacion del ARNM i vivo, se realizé hibridacion in situ en un total de cineo animales por
molécula analizada. Las siete moléculas precandidatas se dividieron en dos grupos administrados en semanas
consecutivas. Se administraron un total de 30 ug/raton/dia durante 4 dias consecutivos, Los animales se sacrificaron
24 horas gespués de ia Gitima administracion.

Se analizaron {08 niveles de proteina de alfa-sinucleing en la sustancia negra (SNo/VTA) v &l cuerpo estriado por
inmunotransferencia. Los ratones se trataron 4 dias consecutivos por via intranasal con 1 mg/fkg/dia de PD-1233 v
secuencia sin sentido con el mismo igando que PD-1233. Los animales se sacrificaron 24 h, 3 dias y 7 dias después
de la Gltima administracion,

Resuitados

La figura 2 muastra los resultados del ensayo de RNasa M.

Se usaron los siguientes critedos durante la selecoion: candidatos selaccionados como se muestra en {a figura 2,
una homelogia del 94-100% entre 5 aspecies {raton, rata, pemo, mono y ser humano}, sin homologia con otras
sinucleinas (gamma y beia) e induce la aclividad RNasa H.

Para realizar los estudios i vivo, la quimica final para ef oligonucledtido se selecciond como se describe en el
esquema mostrado en la figura 3.
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Las caracteristicas de los precandidatos del grupo | se muestran en la tabls 1.

Tabila 1. Precandidatos del grupo |

1D# N Gen diana Especie Secuencia anti-sentido {(5°'3°) SEQ ID NO
1232 18 SNCA Todas CUCCAACATTTGT Cacuu 1
1233 18 SNCA Tedas cuccCTCCACTET Cuuoy 2
1234 18 SNCA Todas cugeTCCCTCCAC Taueu 3

Los datos de hibridacion in sity mostraron niveles reducidos de o-sin en la suslancia negra o gus indica |2
atenuacion eficaz de a-sin por el candidate 1234 comparado con vehicuio, asi como piveles reducidos de G-sin en el
rafe darsal por los candidatos 1233 y 124,

La figura 4 muesira la cuantificacion de los niveles de ARNM de a-sinucieing (g-sin}, calculada como porcentaje de
vehiculo, en bulbos olfativos (BO), sustancia negra (ENo/VT4), rafe dorsal (DR} y rafe mediano (MnR). w p<G,05
frente a sin sentido (IDN-53-AS0), * p<0,05 frente a vehiculo, ** p<0.01 frente a vehiculo {ANOVA bidireacional).

Se abservg gue los candidatos 1232, 1233 y 1234 pudieron disminuir ios niveles de ARNmM de a-sinucieina en fas
areas diana a una dosis de 30 pg/ratdén/dia durante 4 dias consecutives sin afectar ios niveles en otras areas del
cerebro. La mayor disminucion se observe en SN (sustancia negra) con el precandidato 1234 y el rafe con &l
precandidate 1233, No estuvieron afectadas otras areas cerebrales.

L.a figura 8 muestra los niveles en [a sustancia negra SNo/VTA de alfa-sinucleina normalizados frente a beta-actina y
tirosina hidroxilasa (TH), asi como los niveles de TH normalizados frente a belg-actina, 1233 produjo una
disminucion significativa en ios niveles de alfa~sinucleina (p<0,05) 24 h después de 1a dkima administracion, v los
niveles se recuperaron 3 dias después.

La figura 9 muestra 10s niveles en el cuerpo estriade de alfa-sinucleina normalizados frente a beta-actina y tirosing
hidroxilasa {TH), asi como los niveles de TH nommalizados frente a beta-actina. 1233 produjo una disminucion
significativa an los niveles de alfa-sinucieina {p<0,05) 24 h despues de la ultima administracion, y los niveles se
recuperaron 3 dias después,

EJEMPLO 4. Toxicidad

Disefio experimental

Tamiién se analizd si las moléculas previamente ensayadas podian inducir la secrecion de 1L-18, -2, IL-8, IL-10,
PN, IFN-y ¥ TNFa en CMISP humanas {(células mononucleares de sangre periférica). Los compuestos se probaron
como diluciones de 6 puntos semilogaritmicas (concentraciones 10, 3,16, 1,0, 8,32, 0,1 vy 0,03 uM). Se probd ¢l
efecto de los compuestos en CMSP en triplicado con una placa de citotoxicidad alamarBlue corida en paralelo.
Resuitados

La tabla 2 muestra que ninguna de {as moléculas pudo nducir una respussia inmune en CMSP.

Tabla 2. Respuesta inmune a las moiéculas en analisis

CESS {uM) de induccion de 8 puntos
IFNa IL-10 H-12p40 H~1R -2 i IL-B INFy TNFg
1232 N/A N/A N7A NIA N/A MN/A N/A MNIA
1233 N/A N/A N/A M/A INfA MNIA N/A N#A
1234 NIA N/A N/A N/A NiaA | N/A NIA NiA
EMax {pg/mL) de induccion de 6 puntos
IFNa iL-10 H-12p4D 1P L2 L& INFy TNFG
1232 6.2 24 2.4 3.1 38 i 38 12 3,1
1233 12 2.4 24 2.5 36 28 12 35
1234 11 2.4 2.9 7.9 54 % 27 12 3.7
IFNa IL-10 H-12p40 1B 1.-2 i IL-6 INFy TNFa
Ctrl. sin estim. 1 2,4 2,4 2.4 24 2.5 55 12 3.6
Gt sin estim. 1 2.4 2.4 2.4 2.4 2,5 i 48 12 3.1
Comyp, Ref 24 38 21 170 580 g5 24 1100

Ctrl. sin estim. 1: Control sin estimuiar 1; Ctl. sin estim. 2: Contral sin estimular 2. Comp. Ref: compuesto de
referendia.

EJEMPLO 5. Seleccidn adicional de candidatos
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Disefio experimerdal

La seleccion final se realizé evaluando la complementariedad de las secuencias candidatas con varias especies,
incluyendo ta humana. Las especies consideradas para la caracterizacion adicional fueron, ratdn, mone y ser
humano. Se realizd un andlisis BLAST usando bases de datos gendmicas y transcriptondmicas para seres humanos
y ratén, y usando la base de datos ref seq.RNA para mono.

Resuftados
Se observd que los tres precandidatos eran 100% homdlogos a fa a-sinucielna humana y de mono,

En particular, 1a molécula precandidata 1234 tenia un mal emparejamienio en el n2 para la secuencia de a-
sinucleina de raton, pero esio no afecto su actividad, Las moiéculas precandidatas 1232 y 1233 no tenian homologia
con ningdn otro gen humane. Ef precandidato 1234 tenia alguna homologia con 2 genes mas, Se requirid especial
atencién para los putativos efectos inespecificos sobre sintafilina. Este gen se express mucho en el cerebra y
también en ia SN &n seres humanos.

La figura 5 muestra el analisis de sustancia negra medial y lateral {SNs) de muestras de cerebro post mortem
obtenidas de individuos con enfermedad de Parkinson esporadica (EP). La SN muestra dabo tisular extenso en EP.

La figura & muestra el alineamiento de la secuencia de sintafilina para las tres especies {(los 15 nt del candidato 1234
comunes al ARNm de a-sinucleina en seres humanos se muestra en una c¢aja). Este alineamisnto mostré que no
hay hemologia con {a secuencia de raton, y que hay un mal emparejamients intermo en la secuencia de mono en ef
nt1d, disminuyendo probablemente ia actividad RNasa H en mono.

Considerando todos estos datos, los ihventores de la presente invancion seleccionaron fa molécula #1233 (de ahora
en adelante, también designada NLF-PD-1233 o PD-1233) como el meior candidato, con la secuencia
cuccCTCCACTGTCuUGUCH, como se muestra en ia figura 7.

EJEMPLO &: Farmacodinamica secundaria. Potencial induccidn de citoguinas por NLF-PD-1233

Disefio experimantal

Se usaron células mononucieares de sangre periférica (CMSP) humanas para investigar el potencial de NLF-PD-
1233 {1233) para inducir la secrecion de 1L-15, IL-2, 1L-8, {L-10, IFNy y TNFa.

NLF-PD-1233 se probo a concentraciones de 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3y 10 uM. La secrecion de cioguinas se determind
usando kits Luminex muttiplex. Se usd concanavaiinag A (30 mg/mi} como compuesto de referencia de proliferacion,

Resuftados

NLF-PD-1233 hasta concentraciones de 10 uM no indujo la liberacion de HL-15, 1L-2, IL-8, IL-10, IFNy 0 TNFa de
CMSP humanas.

EJEMPLO 7. Famacologia de seguridad, Efectos potenciales de NLF-PD-1233 sobre el sistema nervioso central
(SNC)

Disefio experimental

Se evaluaron los efectos potenciales de NLF-PD~1233 sobre &l SNC en una Bateria Observacional Funcional (BOF)
en ratones {prueba de inwin} (ho-GLP).

Grupos de seis ratones CD-1 machos recibieron dosis Gnicas de 0.3, 1,0 o 3,0 m/kg de NLF-PD-1233 o vehiculo
por via intranasal en un volumen total de 20 planimal administrando 10 @i a cada naring usando una pigeta
caliorada.

Los animales se ohservaron para comporiamiento general, efectos autondmicos y motores basados en ef método de
frwin {lrwin S 1968 Psychopharmacoiogia (Berl) 13: 222-257). Tambien se midid |a temperatura del cuerpa.

Las observaciones se realizaron a los 30, 60, 120, 240 y 360 minutos después de la dosis. Ademas, se midis la
temperatura rectal de cada animal pre-dosis e inmedialamente después de cada observacion. Los animaies se
marntuvieron durante 7 dias mas despuéds del dia de la dosis, tiempo durante el cual se observaron para signos
macroseopicos de toxicidad y morialidad.
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Resultados

La administracion intranasal de NLF-PD-1233 a niveles de dosis de 0,3, 1 y 3 mg/kg no produjo cambios de
comportarmiento, fisioldgicns o de temperatura corporal notables en ratones macho cusndo se comparan con el
grupo control de vehiculo.

Por tanto, se considerd gue el NOEL {nivel de efecta no observado) era >3 mg/kg.
EJEMPLO 8: Farmacocinética
Digefio experimental

Ensayo de hibridacidn: se desarrolld un ensayo de hibridacién competitivo usando una sonda de acido
peptidonucieico (APN) marcado con fluorescencia para detectar NLF-PD-1233.

HPLC con deteccion de fluorescencia; Se usd un método de HPLEC de intercambio anidnico (AEX) con deteccitn de
fluorescencia para detectar NLF-PD-1233 en sangre v tejidos a través de hibridacion con la sonda de APN marcada
con fluorescencia (5-Atto425-00-GAAGACAGTEGAGEGAS, SEQ D NO:19) antes de la inyeccion en el HPLC.
Como el ODN en NLF-PD-1233 es ADN sin modificar que se sabe que es inestable en plasma, el QDN se modificod
introdusciendo una dT inverida en e extremo 3 de {a secuendia. Se mostrd gue ef limite inferior de cuantificacion
(LLOR) para NLF-PD-1233 era 3.8 ng/mi en plasma y 1,5 ngfg en tejidos.

Resuifados
Determinacion de concentraciones en plasma después de ia administracion infravenosa de NLF-PD-1233 a ratones

Se administraron NLF-PD-1233 sin modificar v el derivado 3 protegide por via intravenosa a ratones. Se
determinaron las concentraciones en plasma por un ensayo de hibridacion,

Las concentraciones en plasma de NLF-PD-1233 sin modificar eran detectables durante 1 hora después de |a
administracién intravenosa a ratones {(véase la figura 10). EI NLF-PD-1233 3’ protegido era detectable en la
ciroulacion de ratanes durante al menos 24 horas después de la administracidn intravenosa.

Estos datos indican gue NLF-PD-1233 sin modificar, en contraste al derivado 3’ protegido, se degrada rapidaments
&n la sangre por nucleasas.

Determingcion de concenfraciones en plasma después de la adminisiracion infravenasa de NLF-EPD~1233 a macacos
cangrejeros

Se administro NLF-PD-1233 por via infravenosa a 0,3 y 1 mg/kg, a monoes y se determinaron las concentraciones en
sangre por ensayvo de hibrdacion.

Se observa un rapido descenso de la concentracién de NLF-PD-1233 y una hora después de la dosis no era
detectable compuesto parental {véase iz figura 11). Se detectaron varios picos de metabolitos, cuyo patron era tipico
de una digestion I-exonucleolitica.

Deferminacion de conceniraciones en LCR despues de la administracion infranasal de NLF-PD-1233 a macacos
cangrejeros

Se administro NLF-PD-1233 por via intranasal con una dosis unica a 8.3 v 3 mgvkg v diaria durante 14 dias a 1
mgikg. Se determinaron 1as concentraciones en LOR v sangre por ensayo de hibridacion.

Las concentraciones de NLF-PD-1233 en LCR {figura 12A) y sangre {(ligura 12B) eran dependientes de ia dosis,
pero no proporcionales a la dosis. La Cmax en LR (liquido cefalorraquides) era aproximadamente 100 pg/mi {0,3
mg/kg) v 400 po/mi (3 mgdkg), mientras que {3 Cmax en sangre era aproximadamente 80 pog/ml {03 mg/kg) ¥
apraximadamente 3800 pg/mit (3 ma/kg). El aumento en [a conceniracion de NLF-PD-1233 en sangre era mas
intenso que el aumento en LOR (véase la figura 12).

Despusgs de dosis intranasales multiples de 1 mg/kg durante 14 dias ya se observd una concentracion baja en las
muestras predosis de LCR. La Cmax en LCR era aproximadaments 400 pg/ml. Esta Cmax era comparable a la
administracion unica de 3 mg/kg, que se puede explicar por un efecto de asumulacion durante la fase de dosis
muttiples, con la menor concentracitén de aun aproximadamente 150 pg/ml & las 48 horas después de {a dosis. En
sangre, la Cmax era aproximadamente 300 pg/mi, pero no se abservo efecto de acumulacion {figura 12).
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Distribucion

La distribucion tisular de NLF-PD-1233 después de una Unica dosis intranasal de 1 mglkg se determind en ratones
(3 animales por tienpo)

Se recogieron muestras de cerebro, higado, rifion, bazo, pulmon, estémago v piagma 15 minutos, 1, 6 ¥ 24 horas
tras ia dosis.

Se determinaron ias concentraciones en plasma y tejidos de NLF-RPD-1233 usands AEX-HPLC con deteccion de
fiuorescencia.

Las mayores cancentracionss de NLF-1233 se encontraron en el estémago 1 y 6 horas tras la dosis, perc con alta
variabilidad entre animales individuales (labla 3).

24 hovas tras la dosis, la concentracion en todos los tejidos que se analizaron esiaba por debajo o proximas al limite
de deteccion det ensayo. Solo en estdmago y en higado {un animal solo) eran detectables cantiddades significativas
de NLF-PD-1233 {tabia 3).

Tabla 3. Concentraciones medias en cerebro, higado, rifidén, bazo, pulmon, estomago (#DE) de NLF-PD-1233
después de fa administracién nasal a ratones.

Tiempo Higado Rifgn Bazo Cerebro Putmdn Estdmago
fhi [ng/g] fngfg] fng/g} [ngfg] ing/g} [ngig]
03,25 06204 0,405 166,92235 8 B0OL 1,421,686 30701169867
DEna
1 348148 1,021 .1 3,8£25 0,7+£0,5 23,3+30,9 1104904159331
,,,,,,,,, € 1.04s04 @ 03402 | 2104 1 10204 ¢ 25%35 1192674198183
24 7.1x12.1 BDL a1 04 BDL 33,5289
DE n.a DE n.a DEna DE n.a

Ef valor atipico no se elimind del caicuio. Sila desviacion estandar {DE) se gjusta a no aplicable (n.a.), &l valor no se
pudo saloular debido al bajo nGmero de valores por encima del limite de detaccion,

Se ghservaron metabolitos de NLF-PD-1233 en todas las muestras de fejidos dende la concentracion del compuesto
parental era alla. Se puede asumir gue en tejidos con baja concentracidn del compusesto parental, ins metabaolites
también estaban presentes, pero por debajo del limite de deteccidn. El pairdn de picos observado indicaba que la
degradacitn de NFL~1233 estd inducida principaimente por 3-exohuciessas.

No se observé sxposicidn de plasma significativa & NLF-PD-1233, con excepcion de un animal en el tiempo de 15
mintos.

NLF-PRD-1233 se getectd en cerebro a una concentracidn de aproximadamente 1 ng/g 3 1 v 6 horas tras la dosis.
Como el tejido cerebral estaba compictamente homogenizade o se pudo sacar ninguna conclusidn de la
distribucion espacial.

Se encontrd que la varabitidad global de animal a animal después de Ia administracién intranasal era muy alta.

Se determing fa distribucion tisular de NLF-PD-1233 sin rodificar y del derivade 3 protegido en ratones {3 animales
por tiempo} después de una dosis infravenosa Unica de 1 mgikg. Se recogieron muestras de cerebro, higade, bazo,
rifones y plasma y se analizaron 15 minutos, 1, 6 y 24 horas tras ia dosis.

Se midigron concentracionas tsulares hajas del compuesto parental NLF-RPD-1233 sin modificar 15 minutos despugs
de la dosis nfravenosa de ratones. Las mayores conceniraciones de NLF-PD~1233 sin modificar se encontraron en
el higado, NLF-PD-1233 también estaba presente en el cerebro a concentraciones bajas (figura 13).

Las concentraciones tisulares de NLF-PD-1233 sin modificar mas metabolitos eran ligeramente mas altas que para
el compuesto parental salo can las mavores concentraciones medidas en el higado vy ios riftones {figura 14).

Las concaniraciones tisutares de NLF-PD~1233 3’ modificado eran mas altas que para NLF-PD-1233 sin modificar o
que demuesira gque la estabilizacién frente a 3' exonucleasa disminuye la degradacion del compuesto parenial
ffigura 15},

Las conceniraciones tisulares del derivado 3’ protegidn de NLF-PD-1233 mas metabolitos eran solo ligeramente mas
altas comparadas con el compuesio parental solo (figura 16).

EJEMPLO 9. Ensayos funcionales
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Con ef fin de determinar si los conjugados segun fa invencian son capaces de aumentar ia liberacion de dopamina
en el sisterma nervioso central, se midio el nivel de dopamina en respuesta a veratridina {activador de canales de
sodio) o el nivel de dopamina extracelular en respuesta a nomifensina (inhibidor de la recaptacidn de dopamina) en
ratones tratados con el conjugade 1233 o en ratones control,

Disefio experimertal

Se realzdé un ensayo de microdialisis in vivo. Los animales se trataron con vehiculo (PBS) o 1233 (4 dias
consendtivos, 1 mg/kgidiay. Se midieron |a liberacion de dopaminag provocada por veratriding v 1a dopamina
extracetular por HPLC.

Resulftados

Ef ensayo de micradidlisis in vivo de liberacién de dopamina provocada por veratriding medida por HPLC en
animales tratados con vehiculo {PBS) ¢ 1233 mostrd un aumento significative en {a liberacion de doparmina después
de una exposicion farmacoldgica después de disminuir los niveles de a-sinucieina por tratamiento con NLF-PD-1233
(véase la figura 17}.

Ei ensayo de microdidlisis in vivo de la dopamina extracelular medida por HPLC en animales tratados con vehiculo
(PBS) 0 1233 mostrd un aumento significativo en liberacidn después de una exposicion farmacoidgica {pomifensina,
un inhibidor de ia recaptacion de norepinefrina-dopamina), v un aumente significative en los niveles de dopamina
después del tratamiento con NLF-PD-1233 {(véase ia figura 18).

Lista de secuencias

<110> NLIFE THERAPEUTICS, 8.1

<120> COMPOSICIONES ¥ MéTODQ§ PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE PARKINGON
MEDIANTE LA ADMINISTRACION SELECTIVA DE MOLECULAS DE CLIGONUCLEOTIDOS A TIRPOS
ESPECIFICOS DE NEURONAS

<130> PEB4BUPEP

<150> EP12382414.6
<151> 26-10-212

<150> U361/710284
<181> 26-10-2012

<160> 18

<170> Patentin version 3.5
<210> 1

<211>18

<212= ADN

<213> Secuencia aitificial

<220>
<223> Gapmern dirigido a la region en 1as posiciones 448-465 det ARNm de fa alfa-sinucleina

<400> 1
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<210» 2

<211> 18

<212= ADN

<213> Secuencia artificial

<220
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<210~ 8

<211= 21

<212> ADN

<213> Secuencia adificial

<220>
<223> ARNip dirigido a la regidn 428-517 del ARNm de alfs sinucleina, hebra sentido
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I

<210> 9

<21{> 21

<212»> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ARNip dirigido a la region 488-517 del ARNM de alfa sinucieina, hebra antisentido

B

<210> 10

<211> 110

<212> ADN

<213» Home sapiens

<400> 10
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1

[
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<210> 11

<211> 110

<212> ADN

<213 Homo sapiens
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<210> 19
<2t11> 18
5 <212> ADN
<213> Secuenca artificia

<220=

<223%> sonda ARPN
10
<40
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REVINDICACIONES
Un conjugado que comprende
] al menos un agente de selectividad que es un inhibidor de recaptacion triple (IRSND) y
i) al menos un acide nucieico que s capaz de unirse especificaments a ung molécula diana que sa

expresa en la misma célula gue el transportador de neurotransmisor en donde dicha molécula diana
as ef ARNm que codifica a-sinucleing, v

en donde el acido nucleico que es capaz de unirse especificamente al ARNmM de alfa-sinucleina se dirige a
gna reqiin en el ARNm de alfa-sinucleina saleccionada del grupo que consiste en una region localizada en
tas posiciones 499-516 (SEQ 1D NO: &), 448-485 (SEQ D NO: 4} y 502-518 (SEQ 1D NO: 6) def ARNm de
alfa-sinucleina humana en donde la numeracion correspende a la posicion con respecto al primer nucledtido
en ia secuencia de alfa~-sinucleina definida en el nimero de acceso del NCBI NM_000345 (SEQ ID NO: 7Y y
en donde @ inhibidor de recaptacion triple tiene la siguiente estructura (1)

an donde

10 M son numeros enteras gue tiene cada uno un valor entre O y 6, inclusive;

D &% un numero entero gue tiene un valor entre 0 y 4, inclusive;

R, es hidrdgeno; alifdtico ciclico o aciclice, sustituide o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heteroalifatico
ciolico o aciclico, sustituido o sin sustitulr, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir, ramificado
o sin ramificar; arlo sustituido ¢ sin sustitair, ramificado o sin ramificar; hateroarilo sustituido o sin sustituir,
ramificado o sin ramificar, -CEOIR,, -COR,; -C=OIN{RL) 0 -C{Ra)s, en donde cada aparicidn de R, &8
independientermente un hidrdgeno, un grupo profecter, una fraccion alitatica, una fraceion heteroalifatica, una
fraccién acilo, una fraccion arilo; una fraccion heteroarnilo; alcoxi; ariloxi; alguillio; aritio; amino, alquilamino,
dialguilamino, heteroarioxo; 0 fraccion heteroariltio;

Rz es hidrogeno; alifatico ¢iclico o acidlico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heteroalifatico
ciclico o aciclico, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin sustituir, ramificado
o sin ramificar; arito sustiuido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar, heteroario sustituido o sin sustituir,
ramificado o sin ramificar; -C=ORe; ~CORE; ~-CEOIN(Re) 0 ~C(Re)s;, en donde cada aparicién de Rs es
independientemente un hidrdgano, un grupo protectar, una fraccion alifatica, una fraccion heteroalifatica, una
fraccion acike, una fraccidn arilo; una fraccidn hetercarily; alcoxi; ariiod; alguiltio; aritio; amino, alquitamino,
dialquilamino, heteroariioxo; o fracoidn heteroariitio;

R: es hidrogeno; haldgeno; alifatico ciclico o aciclico, sustituide o sin sustitulr, ramificado o sin ramificar;
heteroafifatico ciclico ¢ acidlice, sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar, acilo sustituido o sin
sustituir, ramificado ¢ sin ramificar; anlo sustituide 0 sin sustituir, ramificado o sin ramificar; heteroarilo
susituido o sin sustiulr, ramificado o sin ramificar; -ORq; -C{(=0¥Rn; -COuFRg; -CN; -8CN; -8Rg; -S0Re;
S0:Re; NGz Nz -N{Rg)z, -NHC{=O)Rg, -NRC{=OINR)s; -OCEOQIOR:, -OC=0R:; -CCEOINR)::
-NReC{=0Y0R:: 0 ~C{Re)s; en donde cada aparicion de Ry es independientemente un hidrdgeng, un grupo
protector, una fraccidn alifatica, una fraccion heteroalifdtica, una fraccidn acilo, una fraccion arilo; una fraccidn
neteroarilo; alcoxd ariloxd; alquiltio; arnltio; amino, alguilamino, dialguilaming, heteroariloxo; o f{raccion
heteroanitio;

R¢ es arilo sustituido o sin sustituir, ramificado o sin ramificarn, o heteroario sustituido o sin sustituir, ramificado
o sin ramificar;

R: es hidrogeno, haldgeno, alifatico ciclico ¢ aciclico, sustituide o sin sustitulr, ramificado ¢ sin ramificar,
heterpalifatico ciclico o aciclico, sustifuido o sin sustituir, ramificado o sin ramificar; acilo sustituido o sin
sustituir, ramificado o sin ramiticar; arilo sustituide o sin sustituir, ramificado o sin mmificar; heteroarilo
sustituide o sin sustituir, ramificado ¢ sin ramificar, ~ORg; -C{E0Rg; ~-CO:Re; -CN; -8CN; -SSR -SORg:
50:Re; -NOs; N3, -N{Rg)z; -NHC(E=ORE; -NR=C{(=OIN{R:=)y; -OCEOIORE, -OC{E=O)RE; -QCEON{RE):;
-NReC{=0)ORz; ¢ -T{R:): en donde cada aparicion de Rg es independientermente un hidrogene, un grupn
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protector, una fraccidn alifatica, una fraccion heteroslifdtica, una fraccidn acilo, una francidn arilo: una fracoion
heteroarilo; afcaxi, ariloxi; alquiltio; ariftio; amino, alquiiamine, diakguilamino, heteroariloxo; o fraccion
heteroariltio; y formas farmacéuticamente aceptables del mismo

£l conjugado segun la reivindicacion 1 en donde la unidn del acido a la molécula diana produce una inhibicion
de la actividad de a-sinucleina o el silenciamiento del ARNm gue codifica a-sinucleina,

El conjugado segin la reivindicacion 1 en donde el inhibidor triple de recaptacion tiene fa estructura (i)

Hy/

i
Ci

)

El conjugado sequn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde ¢l dcido nucleico que es capaz de
unirse especificamente a la moiécula diana que se expresa en lg misma célula que el transportador de
neurotransmiser se selecciona del grupoe que consiste an un gapmero, ARN interferente bicatenario, un ARN
bicatenario con aclividad de microARN, un oligonuctedtido antisentide, un antiMicre ARN, preMIARN, un
ARNmM que codifica microARN o ARNhe, un APN, un ANB, una ribozima y un aptamero.

El conjugado segun la reivindicacidn 4 en donde el acido nucleico ss un oligonucledtido antisentide o un
gapmero,

El conjugado segun la reivindicacion 5 en donde el gapmero comprende un blogue central de 10
desoxinucledtidos flanqueado por blogues de 4 ribonucledtides 2-O-metil modificados.

El conjugado segun la reivindicacion B en donde sl gapmero consiste en una secuencia seleccionada del
grupo gue consiste en SEQ D NO: 2, SEQ 1D NG 1 y SEQ ID NO:3.

£l conjugado segun las reivindicaciones 1 2 7 en donde ¢l conjugado tiene {a estructura (I

O——P—0—0Cligonucieotido

VoL

(i

endonde n, m, p, R:, Ry, Ra vy Ry son como se han definido en ia reivindicacian 4 y en donde g es un namers
entero que tiene un valor entre 0 y 20 inclusive y formas farmacéuticamente aceptables del mismo.
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El conjugado segun la reivindicacion § en donde el aligonucledtido es un oligonuciedtido antisentide o un
Gapmero,

El conjugado segun la reivindicacion 8 en donde el gapmers comprende un blogue central de 10
desoxinuciedtidos flanqueado por 2 blogues de 4 ribonucledtidos 2-O-metil modificados.

El conjugado segun cualquiera de las refvindicaciones 8 a 10 en donde el oligonucledtido se dirige & una
regidn en el ARNm de alfa-sinucleina seleccionada del grupo que consiste en una region situada en las
posiciones 489-516 (SEQ ID NO:5), 448-485 (SEQ 1D NO:4} y 502-519 (SEQ D N(:6) del ARNm de aifs-
sinuciging humana en dande ta numeracion corresponde a fa posicion con respeacto al primer nuciedtido en la
sactencia de aifa-sinucieina como se defing en el nlmero de acceso de NCBi NM_G00345 (SEQ 1D NO:7).

El conjugado segun la reivindicacion 11 en donde el dcido nucleico consiste en una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ 1D:2, SEQ IDNG:1 o SEQ ID NO3.

El conjugado comao se define en la reivindicacion 12 en donde ef agente de selectividad tiene la estructura (i)

/f

N

g
T
~

I

i

()

El conjugado segun cualguiera de las reivindicaciones 8 a 13 gue tiene la estructura (V)

i
|
/l‘kxo—lil’—o—o%igonucteoﬁde
Ty
O

)
Un conjugado coma se defie en cualquiera de las reivindicacionas 1 a 14 para su us0 en medicina.

Un conjugade como ss define en cualguiera de Jas relvindicaciones 1 a 14 para su uso en sl tratamisnto o
prevencion de una enfermedad asociada con el deposito de cuerpos de Lewy.

El conjugade para su uso segun la reivindicacion 16 en donde la enfermedad asociada con el depésiio de

cugrmpos de Lewy se selecciona del grupo de enfermedad de Parkinson, demencia con cuerpos de Lewy y
atrofia multisistéemica,
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18. Un conjugado para su usc segun las retvindicaciones 18 0 17 en donde e conjugado se administra por via
witraventricular o intranasal.
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Entazador de C10

Gapmero {ARN-ADN} de 18 bases

R bases de 2-0-Metil ARN

indatralina

& basesde ADN
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