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DESCRIPCION
Método para producir moléculas de ARN monocatenario en horquilla
Sector técnico

La presente invencion se refiere a un método para producir una molécula de ARN monocatenario en
horquilla.

Estado de la técnica anterior

Como tecnologia inhibidora de la expresion génica, se conoce, por gjemplo, el ARN de interferencia (ARNi)
(Literatura No de Patente 1). Para la inhibicion de la expresion génica mediada por ARN de interferencia, para
la inhibicion de la expresion génica mediada por ARN de interferencia, se utiliza un protocolo ampliamente
utilizado que utiliza una molécula corta de ARN de doble cadena denominada ARNsi (ARN pequefio de
interferencia). Ademas, se describe una técnica para inhibir la expresion génica utilizando una molécula de
ARN circular en la que se forma parcialmente una doble cadena mediante hibridacién intramolecular
(Literatura de Patente 1).

Sin embargo, el ARNsi tiene baja estabilidad in vivo, y el ARNsi se disocia facilmente en ARN monocatenario.
Por lo tanto, es dificil inhibir de forma estable la expresion génica. La Literatura de Patentes 2 da a conocer
que el ARNSsi puede estabilizarse en una molécula de ARN monocatenario de cadena larga en horquilla en la
gue una cadena sentido y una cadena antisentido de ARNSsi estan unidas mediante uno o dos moléculas de
unién formadas con un derivado de aminodcido, para producir una cadena unica. Como método para producir
esta molécula de ARN monocatenario de cadena larga, en la Literatura de Patentes 2 se describe un
esquema de sintesis en fase solida mediante quimica de fosforamidita. La Literatura de Patentes 3 y 4
divulga ARNhc dirigidos a TGF-betal, en los que las dos cadenas estan unidas por enlaces a base de
prolina, pirrolidina o piperidina, respectivamente.

La Literatura no de Patente 2 indica como método para producir una molécula de ADN de cadena larga, una
técnica de produccion de sintetizar por separado un par de dos moléculas de oligo-ADN que tienen una
cadena relativamente corta, es decir, una primera molécula de oligoADN que tiene un grupo carboxilo en el
extremo y una segunda molécula de oligoADN que tiene un grupo amino en el extremo, y la unién de estas
dos moléculas mediante amidacion en una solucién tampdn que contiene un agente de deshidratacion y
condensacion a base de triazina, aunque no se hace mencion a las moléculas de ARN.

Mientras tanto, la reaccion de amidacién en un disolvente acuoso se indica, por ejemplo, en la Literatura no
de Patente 3, que sin embargo no menciona las moléculas de ARN.

HATU se ilustra como un agente de acoplamiento peptidico que se utiliza para formar un enlace amida entre
un acido carboxilico de un oligbmero que contiene acido carboxilico en el extremo 5' y un marcador (por
gjemplo, una sustancia que contiene un grupo amino tal como cianina, un aminoacido, o un péptido) durante
la sintesis en fase solida (Literatura no de Patente 4).

Lista de citas

Literatura de Patentes

Literatura de Patente 1: la Publicacion de solicitud de patente de EE. UU. No. 2004/058886
Literatura de Patente 2: la Publicacién Internacional WO 2012/017919

Literatura de Patente 3: la Patente EP-A-3369816

Literatura de Patente 4: la Patente WO-A-2015093495

Literatura no de Patentes

Literatura no de Patente 1: Fire et al., Nature, 1998, vol. 391, pag. 806-811

Literatura no de Patente 2: Liu et al., Tetrahedron, 2008, vol. 64, pag. 8417-8422

Literatura no de Patente 3: Badland et al., Tetrahedron Letters, 2017, vol. 58, pag. 4391-4394

Literatura no de Patente 4: Guidebook for the synthesis of oligonucleotides Product Guide 2015/16, Link
Technologies Ltd. Ltd., 2017, vol. 58, pag. 49-51

Caracteristicas de la invencion

Problema técnico

Un objeto de la presente invencién es dar a conocer un método eficiente para producir una molécula de ARN
monocatenario en horquilla capaz de inhibir la expresion de un gen diana.
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Solucién al problema

Un método convencional para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla capaz de inhibir la
expresion de un gen diana implica extender las unidades de nucledsidos una por una con quimica de
fosforamidita y, por tanto, no es un método eficiente.

Con el fin de desarrollar un método eficiente para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla
capaz de inhibir la expresion de un gen diana, los presentes inventores aplicaron una técnica de sintesis de la
Literatura no de Patente 2 a |a sintesis de la molécula de ARN monocatenario en horquilla. Sin embargo, se
demostré que la molécula de interés no obtuvo un alto rendimiento debido a las grandes cantidades de
impurezas producidas, porque una gran cantidad de grupos hidroxilo responsables de las reacciones
secundarias en la reaccion de amidacion estan presentes en la molécula de ARN.

Los presentes inventores han llevado a cabo una investigacion intensiva para resolver el problema anterior vy,
como resultado, han completado la presente invencion al descubrir que se puede producir eficientemente una
molécula de ARN monocatenario en horquilla con un alto rendimiento mediante la reaccion de amidacion del
extremo de dos moléculas de oligo-ARN monocatenario usando un cierto tipo de agente de deshidratacion-
condensacion en un disolvente mixto que comprende una solucién tampoén y un disolvente organico hidrofilo
tal como dimetilsulféxido.

Varias literaturas (Nucleic Acid Research, 1990, vol. 391, p.4953; Kiso Bunshi Seibutsugaku (Biologia
Molecular Basica), 42 edicion, Tamura, et al., 2016, Tokyo Kagaku Dojin Co., Ltd.; etc.) indican que se usa un
disolvente organico tal como dimetilsulfoxido como agente desnaturalizante de acidos nucleicos y, por tanto,
se conoce que dicho disolvente organico desestabiliza la hibridacion de acidos nucleicos. A este respecto, los
hallazgos obtenidos por los presentes inventores son sorprendentes.

Efecto ventajoso de la presente invencion

Segun la presente invencion, se puede producir eficientemente una molécula de ARN monocatenario en
horqguilla que contiene una secuencia inhibidora de la expresion de un gen diana.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La Figura 1 es un dibujo esquematico que ilustra el método de produccion de la presente invencion.
En esta figura, las lineas verticales (lineas continuas) en las lineas que representan las secuencias X y Xc o
Y e Yc representan esquematicamente que las secuencias son complementarias, aunque no indican
definitivamente cada residuo de ribonucledtido individual o las complementariedades de cada residuo de
ribonucleétido individual con su correspondiente residuo. En la figura, el limite entre la secuencia X y la
secuencia Y se indica esquematicamente mediante una linea vertical (linea de puntos).

[Figura 2] La Figura 2 es un diagrama esquematico de una molécula de ssTbRNA (SEQ ID NO: 1). Lx' indica
un conector no nucleotidico que tiene un grupo amino, Ly indica un conector no nucleotidico y Lx2 indica un
conector no nucleotidico que tiene un grupo carboxilo. De las posiciones 29 (U) a 47 (C) de la SEQ ID NO: 1
corresponden a una secuencia activa (una secuencia inhibidora de la expresion génica del gen TGF-p1).

Descripcion de las realizaciones
A continuacion, la presente invencion se describira en detalle.

La presente invencion se refiere a un método para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla
capaz de inhibir la expresion de un gen. La molécula de ARN monocatenario en horquilla producida mediante
el método de la presente invencion tiene una estructura monocatenaria en la que el extremo 3' de la cadena
sentido y el extremo 5' de la cadena antisentido de un ARN bicatenario que contiene una secuencia inhibidora
de la expresion génica, que se enlazan mediante una secuencia que contiene un conector no nucleotidico; y
ademas se une un ribonuclettido, mediante una secuencia que contiene un conector no nucleotidico, al
extremo 3' de la cadena antisentido. El extremo 5' y el extremo 3' de la molécula de ARN monocatenario en
horquilla producida mediante el método de la presente invencion no estan unidos. Tal como se utiliza en el
presente documento, la "horquilla" significa que una molécula de ARN monocatenario se hibrida
intramolecularmente (autohibridada) para formar al menos una estructura bicatenaria. En la molécula de ARN
monocatenario en horquilla producida mediante el método de la presente invencién, una region 5' que
contiene el extremo 5' y una region 3' que contiene el extremo 3' se hibridan cada una de forma individual e
intramolecular para formar dos estructuras de doble cadena. Tal como se utiliza en el presente documento, el
"ARN", "molécula de ARN", "molécula de &cido nucleico" y "acido nucleico” pueden estar compuestos
unicamente de nuclettidos o pueden estar compuestos de nucleétidos y sustancias no nucleotidicas (por
gjemplo, un derivado de aminoacido tal como como un derivado de prolina o un derivado de glicina).
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En la presente invencion, la molécula de ARN monocatenario en horquilla que contiene una secuencia
inhibidora de la expresion génica se puede producir sintetizando por separado dos fragmentos, es decir, (i)
una prlmera molécula de oligo-ARN monocatenario que tiene un conector no nucleotidico que tiene un grupo
amino (Lx') en el extremo 3'y (i) una segunda molecula de oligo-ARN monocatenario que tiene un conector
no nucleotidico que tiene un grupo carboxilo (Lx®) en el extremo 5'y que contiene un conector no nucledtido
(Ly) en el extremo 3', y uniendo estos fragmentos mediante reaccién de amidacion. En este contexto, el grupo
carboxilo también se denomina grupo &cido carboxmco En la Figura 1 se ilustra un dibujo esquematico del
método de la presente invencion. En la Figura 1, Lx' es un conector no nucleotidico que tiene un grupo
amino, Lx? es un conector no nucleotidico que tlene un grupo carboxilo y Ly es un conector no nucleotidico.
Segun el meétodo de la presente invencién, la molécula de ARN monocatenario en horquilla que tiene una
cadena relativamente larga se puede producir uniendo un par de moléculas de ARN monocatenario que
tienen una cadena mas corta. Esto puede lograr una alta eficiencia de produccién de la molécula de ARN
monocatenario en horquilla.

Mas especificamente, el método para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla que
contiene una secuencia inhibidora de la expresion génica, segin la presente invencion, comprende la etapa
de hacer reaccionar una primera molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la siguiente formula
(I con un segunda molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la siguiente férmula (Il) en
presencia de un agente de deshidratacion-condensacion.

5-Xc-Lx' ...(I)
Lx?-X-Y-Ly-Yc-3 *...(II)

Como se menciona a continuacion, en el caso de utilizar un agente de deshidratacion-condensacion a base
de carbodiimida como agente de deshidratacion-condensacion en el método, el agente de deshidratacion-
condensacion a base de carbodiimida se utiliza en combinacion con un compuesto aromatico que contiene N-
hidroxi-nitrogeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo) o un éster de &cido
ciano(hidroxiimino)acético. En el caso de utilizar un agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-
halopiridinio como agente de deshidratacion-condensacion, el agente de deshidratacion-condensacion a base
de 2-halopiridinio se utiliza en combinaciéon con un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno. En
el caso de utilizar un agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio como agente de
deshidratacién-condensacion, el agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio se utiliza en
combinacién con un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrdgeno o un derivado de imidazol
sustituido con N-hidrocarburo.

La reaccién de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario con la segunda molécula de oligo-ARN
monocatenario es una reaccion de amidacion. La reaccién de amidacion (reaccion de condensacion por
deshidrataciéon) de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario (especificamente, el grupo amino
contenido en Lx' al final de esta molécula) con la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario
(especificamente, el grupo carboxilo contenida en Lx® al final de esta molécula) puede formar un enlace
amida entre la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN
monocatenario. Esta reaccion de amidacion en el método de produccion de la presente invencion se puede
llevar a cabo en un disolvente de reaccion, particularmente en un disolvente mixto que comprende una
solucion tampén y un disolvente organico hidréfilo.

En la presente invencion, "oligo-ARN" y "molécula de oligo-ARN" se refieren a una molécula de ARN que
tiene una secuencia de nucledtidos con una longitud de nucleétidos de 49 o menos (no se tiene en cuenta el
numero de residuos en un conector no nucleotidico). En la presente invencion, los términos "oligo-ARN" y
"molécula de oligo-ARN" se utilizan comiunmente de forma intercambiable entre si. La molécula de oligo-ARN
monocatenario segun la presente invencion también se denomina oligo-ARN monocatenario, &acido
oligonuclear, molécula de acido nucleico monocatenario, oligo-ARN o molécula de oligo-ARN.

La férmula (1) representa una estructura en la que la secuencia Xc y el conector Lx' estan conectados en el
orden de Xc-Lx' desde el extremo 5'. La féormula (I1) representa una estructura donde las secuencias X, Y e
Yc y los conectores Lx? y Ly estan conectados en el orden de Lx*-X-Y-Ly-Yc desde el extremo 5'.

En la férmula (1) y la formula (11}, X, Xc, Y e Yc estan compuestos cada uno de un residuo de ribonucleétido
(es decir, uno 0 mas residuos de ribonuclettido). El residuo(s) de ribonucleétido puede contener cualquier
nucleétido(s) seleccionado entre adenina, uracilo, guanina y citosina. El residuo(s) de ribonucleétido también
puede ser un residuo(s) de ribonucleétido modificado y tiene, por ejemplo, una(s) nuclecbase(s) modificada(s)
(base(s) modificada(s)). Los ejemplos de modificacion incluyen, entre otros, marcado con tinte fluorescente,
metilacion, halogenacion, pseudouridilacion, aminacion, desaminacion, tiolacién y dihidroxilacion. X, Xc, Y e
Yc, cada uno de ellos independientemente, pueden consistir Unicamente en uno o varios residuos de
ribonucledtido no modificados, pueden contener uno 0 mas residuos de ribonucleétido no modificados y uno o
mas residuos de ribonucleétidos modificados, o pueden contener so6lo un residuo de ribonuclettido
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modificado(s).

En la presente invencioén, Xc es complementario a X. Xc consiste preferentemente en una secuencia
totaltamente complementaria (secuencia complementaria) a toda la regiéon o a una region parcial de X.
Cuando Xc es totaltamente complementaria a toda la region de X, Xc consiste en una secuencia
complementaria de toda la region desde el extremo 5' hasta el extremo 3' de X y tiene el mismo nimero de
nucleétidos que la de X. Cuando Xc es totalmente complementaria a una region parcial de X, Xc consiste en
una secuencia complementaria de la region parcial de X y tiene el nimero de nucleétidos menor en 1 0 méas
nucleétidos, por ejemplo, de 1 a 4 nucleétidos 0 1 o 2 nucledtidos, que el de X. Esta region parcial es
preferentemente una regién que consiste en una secuencia de nucleétidos consecutiva que comienza desde
el nucledtido terminal en el extremo Lx? en X.

X puede tener una longitud de nuclettidos de, por ejemplo, de 19 a 39 nuclettidos, y tiene una longitud de
nucleétidos preferentemente de 19 a 30 nuclettidos, mas preferentemente de 19 a 25 nucleétidos.

Xc puede tener una longitud de nucledtidos de, por ejemplo, de 19 a 39 nucleétidos, y tiene una longitud de
nucleétidos preferentemente de 19 a 30 nuclettidos, mas preferentemente de 19 a 25 nucleétidos.

En la presente invencion, Yc e Y tienen la misma longitud de nucleétidos. En la presente invencion, Yc es
complementaria a Y. Yc¢ preferentemente consiste en una secuencia totalmente complementaria (secuencia
complementaria) a toda la region de Y. Cuando Yc es totalmente complementaria a toda la region de Y, Yc
consiste en una secuencia complementaria de la regién completa desde el extremo 5' hasta el extremo 3' de
Y y tiene el mismo nimero de nucleétidos que el de Y.

Y puede tener una longitud de nuclettidos, por ejemplo, de 1 a 5 nucleétidos, y tiene una longitud de
nucledtidos preferentemente de 1 a 3 nucleétidos, mas preferentemente de 1 o 2 nucle6tidos.

Yc puede tener una longitud de nucleétidos, por ejemplo, de 1 a 5 nucleétidos, y tiene una longitud de
nucledtidos preferentemente de 1 a 3 nucleétidos, mas preferentemente de 1 o 2 nucle6tidos.

La diferencia entre el nimero total de nucleétidos (longitud de nucleétidos) de X e Y [(X + Y)] y el niumero
total de nucledtidos (longitud de nucleétidos) de Xc e Yc [(Xc + Yc)], [(X + Y) - (Xc + Yc)], no esta
particularmente limitado y es, por ejemplo, de 0 a 4 nucleétidos (una longitud de nucleétidos de 0 a 4
nucleétidos), preferentemente 0, 1 0 2 nuclettidos (una longitud de nucleétidos de 0, 1 o 2 nucleétidos).

En la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la formula (l1), el nimero total de
nucleétidos de X, Y e Yc es, por ejemplo, de 21 a 49 nuclettidos, preferentemente de 21 a 30 nuclettidos,
mas preferentemente de 25 a 30 nucledtidos.

El conector Lx' en la férmula (1) es un conector no nucleotidico que tiene un grupo amino, preferentemente un
grupo ammo primario 0 un grupo amino secundario. El grupo amino puede estar presente en el extremo del
conector Lx' o puede estar dentro del conector, y preferentemente esta presente en el extremo del conector.

El conector Lx' esta representado, por ejemplo, por la siguiente formula (I11).

¥R )

En la férmula (1), R' es una cadena de alquileno que tiene m atomos de carbono En este contexto, cualquier
atomo de hidrégeno en un atomo de carbono de la cadena de alquileno R' puede estar sustituido por
cualquier sustituyente o puede no estar sustituido. m no esta particularmente limitado y se puede configurar
apropiadamente dependiendo de la longitud deseada del conector Lx'. Por ejemplo, desde los puntos de vista
del coste de produccion y el rendimiento, m es preferentemente un nimero entero de 1 a 301, mas
preferentemente un nimero entero de 1 a 20, mas preferentemente un nimero entero de 1 a 10. OR en la
formula (III) esta unido al extremo 3' de Xc mediante un enlace fosfodiéster. Especificamente, -OR' en el
conector Lx' esta unido a la posicion 3' de un aztcar (ribosa) en el extremo 3' de Xc mediante un enlace
fosfodiéster.

El conector Lx' tiene preferentemente una estructura lineal. En una realizacion preferente, el conector Lx'
puede representarse mediante la siguiente formula (VI).

o -NHz
%QO .. .(Vg)

El conector Lx? en la formula (Il) es un conector no nucleotidico que tiene un grupo carboxilo.
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El conector Lx? puede tener cualquier estructura siempre que el conector tenga un grupo carboxilo y no inhiba
la reaccion de amidacion. El grupo carboxilo puede estar presente en el extremo del conector Lx® o puede
estar dentro del conector, y preferentemente esté presente en el extremo del conector.

Los ejemplos del conector Lx? incluyen un conector no nucleotidico que tiene una cadena principal de
aminoacidos. Dicho conector Lx® puede ser un conector que se deriva de un aminoacido y tiene una
estructura que tiene un grupo carboxilo en el extremo.

Tal como se utiliza en el presente documento, la "cadena principal de aminoacidos" se refiere a cualquier
compuesto organico que contenga al menos un grupo amino y al menos un grupo carboxilo en la molécula, o
una estructura de los mismos. En este contexto, el grupo amino se refiere a un grupo funcional formado
mediante la eliminacion de uno o méas atomos de hidrégeno de amoniaco, amina primaria o amina
secundaria. El grupo amino y/o el grupo carboxilo que constituye la cadena principal del aminoacido pueden
formar cualquier enlace quimico tal como un enlace amida o un enlace éster. El aminoédcido del que se deriva
la cadena principal de aminoacidos puede ser, por ejemplo, un aminodcido natural o puede ser un
aminoacido artificial. El aminoacido natural se refiere a un aminoacido que tiene una estructura natural o un
isébmero optico del mismo. El aminoacido artificial se refiere a un aminoacido que tiene una estructura que no
se produce de forma natural. Especificamente, el aminoacido artificial se refiere a un aminoacido, es decir, un
derivado de acido carboxilico que contiene un grupo amino (un compuesto organico que contiene al menos
un grupo amino y al menos un grupo carboxilo en la molécula) que tiene una estructura que no se produce de
forma natural. El amino&cido artificial estéd preferentemente libre de, por ejemplo, un heteroanillo. El
aminoacido puede ser, por gjemplo, glicina, a-alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, cistina,
glutamina, acido glutamico, histidina, isoleucina, leucina, lisina, hidroxilisina, metionina, fenilalanina, serina,
treonina, tirosina, valina, prolina, 4-hidroxiprolina, triptéfano, B-alanina, 1-amino-2-carboxiciclopentano, acido
aminobenzoico, acido aminopiridinacarboxilico, acido nipecético, acido isonipecotico, acido pipecolico, acido
3-pirrolidinacarboxilico, &cido y-aminobutirico o sarcosina, y puede tener 0 no ademas un sustituyente o un
grupo protector. Los ejemplos del sustituyente incluyen, pero no se limitan a, halégeno, hidroxi, alcoxi, amino,
carboxi, sulfo, nitro, carbamoilo, sulfamoilo, alquilo, alquenilo, alguinilo, haloalquilo, arilo, arilalquilo,
alquilarilo, cicloalquilo, cicloalguenilo, cicloalquilalguilo, ciclilalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, aminoalquilo,
sililo, sililoxialquilo, pirrolilo e imidazolilo. El grupo protector puede ser, por ejemplo, un grupo funcional que
convierte un grupo funcional altamente reactivo en uno inactivo. Ejemplos de los mismos incluyen grupos
protectores conocidos. Por ejemplo, se puede incorporar la divulgacion de un documento (Protective Groups
in Organic Synthesis, 42 edicion, Greene et al., 2007, John Wiley & Sons, Inc.) para el grupo protector. Los
gjemplos del grupo protector incluyen, entre otros, un grupo terc-butildimetilsillo, un grupo bis(2-
acetoxietiloxi)metilo, un grupo triisopropilsililoximetilo, un grupo 1-(2-cianoetoxi)etilo, un grupo 2-
cianoetoximetilo, un grupo 2-cianoetilo, un grupo tolilsulfoniletoximetilo, un grupo tritlo y un grupo
dimetoxitritilo. Cuando estan presentes los isdbmeros del aminoacido,, tales como los isbmeros Opticos, los
isbmeros geomeétricos o los estereoisémeros, se puede utilizar cualquiera de estos isémeros. Estos isomeros
pueden ser isdmeros individuales o pueden ser mezclas.

Los ejemplos preferentes del conector Lx? incluyen un conector no nucleotidico que comprende al menos uno
de una cadena principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina y que tiene un grupo carboxilo, y
un conector no nucleotidico que comprende —NHCH>COOH. En una realizacién, el conector Lx° esta
representado por, por ejemplo, la siguiente férmula (1V) o la siguiente férmula (IV'), méas preferentemente
representada por la siguiente formula (IV).

O
HO O
’ o r_ R
%_O/R\ﬂ/f\h %__O/ \[r OH
O (V) o O - (V)

En la formula (IV) y en la formula (IV'), R? es una cadena de alquileno que tiene n atomos de carbono En
este contexto, cualquier atomo de hidrégeno en un atomo de carbono de la cadena de alquileno R? puede
estar sustituido por cualquier sustituyente o puede no estar sustituido. n no esta partlcularmente limitado y se
puede establecer apropiadamente dependiendo de la longitud deseada del conector Lx. Por ejemplo, desde
los puntos de vista del coste de produccion y el rendimiento, n es preferentemente un nimero entero de 1 a
30, mas preferentemente un nimero entero de 1 a 20, mas preferentemente un nimero entero de 1 a 10.

En la formula (IV), p es 1 6 2, preferentemente 1.
-OR? en la formula (IV) y la férmula (IV) estd unido al extremo 5' de X mediante un enlace fosfodiéster.

Especificamente, -OR? en el conector Lx? esta unido a la posicion 5' de un azcar (ribosa) en el extremo 5' de
X mediante un enlace fosfodiéster.
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En este contexto, el total de m para R' y n para R? por ejemplo, es un numero entero de 2 a 31,
preferentemente un nimero entero de 2 a 21, mas preferentemente un nimero entero de 2 a 15.

En la formula (IV), el conector Lx tiene una estructura ciclica tal como una cadena principal de pirrolidina o
una cadena principal de piperidina.

En una realizacion preferente, el conector Lx® puede representarse mediante la siguiente formula (VII).

o
ngNd
0 - (VD)

El conector representado por la férmula (V1) puede ser una sustancia Opticamente activa representada por la
siguiente formula (VII-1) o la siguiente férmula (VII-2).

0
J’l’!,

7D
N

O c (V1)
O
HO
g_o/\/\/\”/N
o o (VII-2)

En otra realizacion, el conector Lx? puede representarse mediante la siguiente formula (VI1').

0 S (VAF)

El conector Ly en la formula (ll} es un conector no nucleotidico. El conector Ly puede tener cualquier
estructura siempre que el conector no inhiba la reaccion de amidacion. Los ejemplos del conector Ly incluyen
un conector no nucleotidico que tiene una cadena principal de aminoacidos o una cadena principal de
aminoalcohol. Dicho conector Ly puede ser un conector que tiene una estructura derivada de un aminoacido.
Esta "cadena principal de aminoacidos" es tal como se ha mencionado anteriormente. Sin embargo, el grupo
amino y/o el grupo carboxilo que constituye la cadena principal de aminoacidos del conector Ly pueden
formar cualquier enlace quimico tal como un enlace amida o un enlace éster.

En este contexto, la "cadena principal aminoalcohdlica” se refiere a cualquier compuesto organico que
contenga al menos un grupo amino y al menos un grupo hidroxilo en la molécula, o una estructura de los
mismos. El "grupo amino" es tal como se ha mencionado anteriormente. El grupo amino y/o el grupo hidroxilo
que constituye la cadena principal de aminoalcohol del conector Ly pueden formar cualquier enlace quimico
tal como un enlace amida, un enlace éster o un enlace éter. Ejemplos de aminoalcohol incluyen
aminoalcoholes obtenidos convirtiendo el grupo carboxilo del aminoacido descrito anteriormente. El
aminoalcohol puede ser, por ejemplo, aminoetanol, aminopropanol, valinol, prolinol o piperidinametanol, y
puede tener ademas 0 no un sustituyente o un grupo protector. Los ejemplos del sustituyente incluyen, pero
no se limitan a, halégeno, hidroxi, alcoxi, amino, carboxi, sulfo, nitro, carbamoilo, sulfamoilo, alquilo,
alguenilo, alquinilo, haloalquilo, arilo, arilalquilo, alquilarilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo,
ciclilalquilo, hidroxialguilo, alcoxialguilo, aminoalquilo, sililo, sililoxialquilo, pirrolilo e imidazolilo. ElI grupo
protector puede ser, por ejemplo, un grupo funcional que convierte un grupo funcional altamente reactivo en
uno inactivo. Ejemplos de los mismos incluyen grupos protectores conocidos. Por ejemplo, se puede
incorporar la divulgacion de un documento (Protective Groups in Organic Synthesis, 42 edicion, Greene et al.,
2007, John Wiley & Sons, Inc.) para el grupo protector. Los gjemplos del grupo protector incluyen, entre otros,
un grupo terc-butildimetilsililo, un grupo bis(2-acetoxietiloxi)metilo, un grupo triisopropilsililoximetilo, un grupo
1-(2-cianoetoxi)etilo, un grupo 2-cianoetoximetilo, un grupo 2-cianoetilo, un grupo tolilsulfoniletoximetilo, un
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grupo tritilo y un grupo dimetoxitritilo. Cuando estan presentes los isomeros del aminoalcohol, tales como los
isdbmeros oOpticos, los isomeros geomeétricos o los estereoisémeros, se puede utilizar cualquiera de estos
isdbmeros. Estos isdmeros pueden ser isémeros individuales o pueden ser mezclas.

El conector Ly es preferentemente un conector no nucleotidico que comprende al menos uno de una cadena
principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina, 0 un conector no nucleotidico que comprende -
NHCH-COO-. El conector Ly tiene mas preferentemente una estructura ciclica que puede estar sustituida en
dos o0 mas posiciones. El conector Ly puede tener uno o dos o mas anillos de n miembros (por ejemplo, n =5
0 6). En el caso de tener dos 0 mas anillos, estos anillos pueden formar un anillo condensado, un anillo
espiro, un anillo biciclo, etc. El conector Ly puede tener uno o dos o mas sustituyentes. El conector Ly une Y
e Yc descritos anteriormente a través de sus dos grupos cualesquiera (por ejemplo, sustituyentes en dos
atomos que constituyen un anillo de n miembros). La molécula de ARN monocatenario en horquilla producida
mediante el método de la presente invencion destaca en resistencia a las nucleasas porque la cadena sentido
y la cadena antisentido de la misma estéan unidas por dicho conector.

En una realizacion, el conector Ly es un conector no nucleotidico que comprende al menos uno de uncadena
principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina, preferentemente un conector no nucleotidico que
comprende una cadena principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina. La cadena principal de
pirrolidina puede ser, por ejemplo, una cadena principal de derivado de pirrolidina en la que al menos un
atomo de carbono que constituye el anillo de pirrolidina de 5 miembros esta reemplazado. Si se reemplaza,
por ejemplo, preferentemente se reemplaza(n) el(los) atomo(s) de carbono distinto del atomo de carbono en
la posicion 2 (C-2). El(los) atomo(s) de carbono se pueden reemplazar, por gjemplo, por uno(s) atomo(s) de
nitrégeno, un atomo(s) de oxigeno o un atomo(s) de azufre. La cadena principal de pirrolidina puede
contener, por gjemplo, un doble enlace carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno en el anillo de
pirrolidina de 5 miembros. En la cadena principal de pirrolidina, por ejemplo, un atomo(s) de hidrégeno o
uno(s) sustituyente(s) como se menciona mas adelante pueden estar unidos al atomo(s) de carbono y al
atomo de nitrégeno que constituyen el anillo de pirrolidina de 5 miembros. El conector Ly puede unir Y e Yc
mediante, por ejemplo, cualquiera de los grupos en la cadena principal de pirrolidina. Pueden estar unidos
mediante cualquiera de los atomos de carbono y el atomo de nitrégeno en el anillo de 5 miembros,
preferentemente mediante el &tomo de carbono en la posicion 2 (C-2) y el atomo de nitrégeno en el anillo de
5 miembros. Ejemplos de cadena principal de pirrolidina incluyen una cadena principal de prolina y una
cadena principal de prolinol.

En una realizacién de la presente invencion, en la formula (I} y la férmula (II), Ly es un conector no
nucleotidico que comprende una cadena principal de pirrolidina 0 una cadena principal de piperidina, Lx' es
un conector no nucleotidico que tiene un grupo amino, y Lx? es un conector no nucleotidico que comprende al
menos uno de una cadena principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina y que tiene un grupo
carboxilo.

La cadena principal de piperidina puede ser, por ejemplo, una cadena principal de derivado de piperidina en
la que al menos un carbono que constituye el anillo de piperidina de 6 miembros esta reemplazado. Si se
reemplaza, por ejemplo, preferentemente se reemplaza el atomo o los atomos de carbono distintos del atomo
de carbono en la posicion 2 (C-2). Los atomos de carbono pueden sustituirse, por ejemplo, por atomos de
nitrégeno, atomos de oxigeno o atomos de azufre. La cadena principal de piperidina puede contener, por
gjemplo, un doble enlace carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno en el anillo de piperidina de
6 miembros. En la cadena principal de piperidina, por ejemplo, un atomo(s) de hidrégeno o uno(s)
sustituyente(s) como se menciona mas adelante pueden estar unidos al atomo(s) de carbono y al atomo de
nitrégeno que constituyen el anillo de piperidina de 6 miembros. El conector Ly puede unir Y e Yc a través de,
por ejemplo, cualquiera de los grupos en la cadena principal de piperidina. Pueden estar unidos mediante
cualquiera de los atomos de carbono y el atomo de nitrégeno en el anillo de 6 miembros, preferentemente
mediante el &tomo de carbono en la posicion 2 (C-2) y el atomo de nitrégeno en el anillo de 6 miembros.

El conector Ly esta representado, por ejemplo, por la siguiente formula (VIII).

X2 7

2
o S N A
%‘O’U\Y‘J\(’

S (VI

En la formula (VIII),

X'y X2 son cada uno de ellos independientemente Hz, O, S 0 NH;
Y' e Y2 son cada uno de ellos independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O 0 S;
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Z es un atomo de hidrégeno o un sustituyente unido a C-3, C-4, C-5 0 C-6 en el anillo A;

L' es una cadena de alquileno que tiene r atomos de carbono donde un atomo de hidrégeno en cualqwer
atomo de carbono de la cadena de alquileno esta opcionalmente no sustituido o sustituido por OH, OR?, NH,,
NHR®, NR?R°, SH o SR%0

L' es una cadena de poliéter en la que al menos un atomo de carbono de la cadena de alquileno se
reemplaza por un atomo de oxigeno, donde

cuando Y' es NH, O 0 S, un atomo L' unido a Y' es carbono y un atomo L' unido a O es carbono mientras
que los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro;

L% es una cadena de alquileno que tiene s atomos de carbono donde un atomo de hidrégeno en cualquier
atomo de carbono de alquileno esta opcionalmente no sustituido o sustituido por OH, OR? NH,, NHR?
NR?R°, SH o SR% 0

L2 es una cadena de poliéter en la que al menos un atomo de carbono de la cadena de alquileno esta
reemplazado por un atomo de oxigeno,

donde cuando Y2 es NH, O 0 S, un atomo L? unido a Y? es carbono y un atomo L? unido a OR? es carbono
mlentras que los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro;

R? y R® son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;

qges102;

resun nt]mero entero de 0 a 30;

$ s un numero entero de 0 a 30;

un atomo de carbono distinto de C-2 en el anillo A se reemplaza opcionalmente por un atomo de nitrégeno,
un atomo de oxigeno o un atomo de azufre, y

el anillo A contiene opcionalmente un doble enlace carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno.

Y e Yc estan unidos al conector Ly mediante —OL' 0 -OL? en la férmula (VIII). En una realizacion, Y puede
estar enlazado a través de —OL' e Yc puede estar enlazado a través de —OL?, al conector Ly En otra
realizacién, Y puede estar enlazado a través de —OL® e Yc puede estar enlazado a traves de —-OL' al conector
Ly.

En la formula (VII1), X"y X2 son cada uno de forma independiente, por ejemplo, Hz, O, S 0 NH. Que X' es Hz
en Ia formula (VIII) significa que X' y un atomo de carbono unido a X' forman juntos CHz. Lo mismo se aplica
aXx*

En la formula (VII1), Y' e Y? son cada uno independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O 0 S.

En el anillo A de la formula (VIIl), g es 1 6 2. Cuando g es 1, el anillo A es un anillo de 5 miembros, por
gjemplo, la cadena principal de pirrolidina. Ejemplos de cadena principal de pirrolidina incluyen una cadena
principal de prolina y una cadena principal de prolinol, y la cadena principal de pirrolidina puede ejemplificarse
mediante una estructura divalente de las mismas. Cuando g es 2, el anillo A es un anillo de 6 miembros, por
ejemplo, la cadena principal de piperidina. En el Anillo A, un atomo de carbono distinto del C-2 en el anillo A
puede ser reemplazado por un atomo de nitrégeno, un atomo de oxigeno o un atomo de azufre. Ademas, el
anillo A contiene opcionalmente un doble enlace carbono-carbono o un doble enlace carbono-nitrégeno en el
anillo A. Por ejemplo, el anillo A puede tener forma L o forma D.

En la formula (VIIl), Z es un dtomo de hidrégeno o un sustituyente unido a C-3, C-4, C-5 0 C-6 en el anillo A.
Cuando Z es un sustituyente, el nimero de sustituyentes Z puede ser 1 0 mas o no presenta. Varios
sustituyentes Z pueden ser iguales o diferentes entre si.

El sustituyente Z, por ejemplo, es halégeno, OH, OR?, NH,, NHR?, NR?R®, SH 0 SR? 0 un grupo oxo (=O).

R? y R° son cada uno independientemente, por ejemplo, un sustituyente 0 un grupo protector y pueden ser
iguales o diferentes. Los ejemplos del sustituyente incluyen halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo,
arilo, heteroarilo, arilalquilo, cicloalguilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo, cicloalquilalquilo, hidroxialquilo,
alcoxialquilo, aminoalquilo, heterociclilalquenilo, heterociclilalquilo, heteroarilalquilo, sililo y sililoxialquilo. Lo
mismo se aplica a las siguientes descripciones. El sustituyente Z puede ser cada sustituyente enumerado
anteriormente.

El grupo protector es, por ejemplo, un grupo funcional que convierte un grupo funcional altamente reactivo en
uno inactivo. Ejemplos de los mismos incluyen grupos protectores conocidos. Por ejemplo, se puede
incorporar la divulgacion de un documento (Protective Groups in Organic Synthesis, 42 edicion, Greene et al.,
2007, John Wiley & Sons, Inc.) para el grupo protector. Los gjemplos del grupo protector incluyen, entre otros,
un grupo terc-butildimetilsilio (en adelante, un grupo TBDMS), un grupo bis(2-acetoxietiloxi)metilo (en
adelante, un grupo ACE), un grupo triisopropilsililoximetilo (en adelante, un grupo TOM), un grupo 1-(2-
cianoetoxi)etilo (en adelante, un grupo CEE), un grupo 2-cianoetoximetilo (en adelante, un grupo CEM), un
grupo 2-cianoetilo (en adelante, un grupo CE), un grupo tolilsulfoniletoximetilo grupo (en adelante, un grupo
TEM), un grupo tritilo (en adelante, un grupo Tr) y un grupo dimetoxitritilo (en adelante, un grupo DMTr).
Cuando Z es OR?, los ejemplos del grupo protector incluyen un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM,
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un grupo CEE, un grupo CEM y un grupo TEM. Otros ejemplos del mismo incluyen un grupo que contiene
sililo. Lo mismo se aplica a las siguientes descripciones.

En la formula (VIIl), L' es una cadena de alquileno que tiene r atomos de carbono. Un atomo de hidrégeno en
cualquier atomo de carbono del alquileno puede estar sustituido o no sustituido por, por ejemplo, OH, OR?,
NH., NHR?, NR?R®, SH 0 SR®. Alternativamente, L' puede ser una cadena de poliéter en la que al menos un
atomo de carbono de la cadena de alquileno esta reemplazado por un atomo de OX|geno La cadena de
poliéter es por ejemplo, polietilenglicol. Cuando Y' es NH, O 0 S, un atomo L' unido a Y' es carbono y un
atomo L' unido a O es carbono, mientras que los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro.

En la férmula (VIII), L? es una cadena de alquileno que tiene s atomos de carbono. Un atomo de hidrégeno en
cualquier atomo de carbono de la cadena de alquileno puede estar sustituido o no sustituido, por ejemplo, por
OH, OR?, NH2, NHR?, NR?R®, SH o SR?. Alternativamente, L® puede ser una cadena de poliéter en la que al
menos un atomo de carbono de la cadena de alquileno esta reemplazado por un atomo de oxigeno. Cuando
Y2 es NH, O 0 S, un atomo L? unido a Y2 es carbono y un atomo L? unido a O es carbono, mientras que los
atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro.

rpara L'y s para L? no estan particularmente limitados y el limite inferior de cada uno es, por ejemplo, 0 y el
limite superior de cada uno tampoco esta particularmente limitado. r y s pueden establecerse apropiadamente
dependiendo, por ejemplo, de la longitud deseada del conector Ly. Desde el punto de vista del coste de
produccion y el rendimiento, por ejemplo, r y s son cada uno preferentemente un nimero entero de 0 a 30,
mas preferentemente un numero entero de 0 a 20, més preferentemente un nimero entero de 0 a 15. En este
contexto, r y s pueden ser iguales o diferentes.

R® y R° son tal como se definieron anteriormente.

En la férmula (VIII), los atomos de hidrégeno, por ejemplo, pueden estar sustituidos cada uno de ellos
independientemente por halégeno tal como Cl, Br, F e |.

En una realizacion preferente, el conector Ly puede estar representado por cualquiera de las formulas (VIII-1)
a (VII-9) que se dan a conocer a continuacion. En las formulas (VIII-1) a (VIII-9) proporcionadas a
continuaciéon, t es un numero entero de 0 a 10, y r y s son los mismos que en la formula (VIII).
Especificamente, por ejemplo, en la férmula (VIII-1), r = 8; en la formula (VIII-2), r = 3; en la férmula (VIII-3), r
=4 u 8; enlaformula (VIll-4),r =7 u 8; en la férmula (VIII-5), r =3y s = 4; en laformula (VIII-6),r=8ys =4
en la férmula (VIII-7), r =8y s =4; en laférmula (VIII-8),r =5y s =4;yenlaférmula (VIII-9),t=1ys=4.

= - -
?Ow:?o ?Ow(:\o %OM;?Q

O (Vi1 (Vill-2) O (VII-3)
HoQ H 2
%O_\i> %OvﬁN }o}ﬁm
H
o N O._O_N
FOLN Foue A
o (Vi) IR O (VILB)

}o}(-4§i> %QPEQ 4 %Oﬁgﬁ
= EoL o

O {VIN-7) O (VHI-8) t (V1Ui-9)
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En una realizacion, el conector Ly puede estar representado por la siguiente formula (V) o la siguiente férmula
(1X).

g'o\,/\\/’\N
H
2‘0/\/"\/\“/{\,\
0 co (V)
0
é__O/\\//\/\\//\\/N b
T
O e e(iX)

El conector representado por la férmula (V) puede ser una sustancia opticamente activa representada por la
siguiente formula (V-1) o la siguiente formula (V-2).

&)
§~O\/\//\ N )l

O (VA1)
E_'OV/\/’\N
H
N~
?‘0/\/\/\[(
O (VD)

En otra realizacion, el conector Ly es un conector no nucleotidico que comprende -NHCH>COO- y dicho
conector, por ejemplo, esta representado por la férmula (XXI) que se da a conocer a continuacion. Este
conector Ly corresponde basicamente al conector Ly representado por la férmula (VIII), y la descripcion del
conector representado por la féormula (VIIl) se aplica asi al conector representado por la siguiente férmula
(XXD).

%-O\sziﬁﬁ
NH

RN
§_O Yrg)c < XKD

En la formula (XXI),

X'y X2 son cada uno de ellos independientemente Hz, O, S 0 NH;

Y' e Y2 son cada uno de ellos independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O 0 S;

L' es una cadena de alquileno que tiene r atomos de carbono donde un atomo de hidrégeno en cualquier
atomo de carbono de la cadena de alquileno esta opcionalmente no sustituido o sustituido por OH, OR?, NH,,
NHR?, NR°R°, SH o SR% 0

L' es una cadena de poliéter en la que al menos un atomo de carbono de la cadena de alquileno se
reemplaza por un atomo de oxigeno, donde

cuando Y' es NH, O 0 S, un atomo L' unido a Y' es carbono y un atomo L' unido a O es carbono mientras
gue los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro;

L% es una cadena de alquileno que tiene s atomos de carbono donde un atomo de hidrégeno en cualquier
atomo de carbono de alquileno esta opcionalmente no sustituido o sustituido por OH, OR?, NH,, NHR?
NR?R°, SH o SR% 0

L2 es una cadena de poliéter en la que al menos un atomo de carbono de la cadena de alquileno esta
reemplazado por un atomo de oxigeno,

donde cuando Y2 es NH, O 0 S, un atomo L? unido a Y? es carbono y un atomo L? unido a OR? es carbono
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mientras que los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro;

R? y R® son cada uno independientemente un sustituyente o un grupo protector;
r es un numero entero de 0 a 30; y

$ s un numero entero de 0 a 30.

Y e Yc estan vinculados al conector Ly mediante —OL' 0 —OL? en la férmula (XXI). En una realizacion, Y
puede estar unido a través de —OL' e Yc puede estar unido a través de —OL? al conector Ly. En otra
realizacién, Y puede estar enlazado a través de —OL? e Yc puede estar enlazado a través de —-OL', al
conector Ly.

En la formula (XXI), X' y X? son cada uno de forma independiente, por ejemplo, Ha, O, S 0 NH. Que X' es Ha
en I2a formula (XXI1) significa que X' y un atomo de carbono unido a X' juntos forman CHz. Lo mismo se aplica
ax.

En la formula (XXI), Y' e Y? son cada uno independientemente un enlace sencillo, CHz, NH, O 0 S.

R? y R° son cada uno independientemente, por ejemplo, un sustituyente 0 un grupo protector y pueden ser
iguales o diferentes. Los ejemplos del sustituyente incluyen halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, haloalquilo,
arilo, heteroarilo, arilalquilo, cicloalguilo, cicloalquenilo, cicloalquilalquilo, cicloalquilalquilo, hidroxialquilo,
alcoxialquilo, aminoalquilo, heterociclilalquenilo, heterociclilalquilo, heteroarilalquilo, sililo y sililoxialquilo. Lo
mismo se aplica a las siguientes descripciones.

El grupo protector es, por ejemplo, un grupo funcional que convierte un grupo funcional altamente reactivo en
uno inactivo. Ejemplos de los mismos incluyen grupos protectores conocidos. Por ejemplo, se puede
incorporar la divulgacion de un documento (Protective Groups in Organic Synthesis, 42 edicion, Greene et al.,
2007, John Wiley & Sons, Inc.) para el grupo protector. Los gjemplos del grupo protector incluyen, entre otros,
un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM, un grupo CEE, un grupo CEM, un grupo CE, un grupo TEM,
un grupo Try un grupo DMTr. Lo mismo se aplica a las siguientes descripciones.

En la formula (XXI), L' es una cadena de alquileno que tiene r atomos de carbono. Un atomo de hidrégeno en
cualquier atomo de carbono del alquileno puede estar sustituido o no sustituido por, por ejemplo, OH, OR?,
NH., NHR?, NR?R®, SH 0 SR®. Alternativamente, L' puede ser una cadena de poliéter en la que al menos un
atomo de carbono de la cadena de alquileno esta reemplazado por un atomo de oxigeno. La cadena de
poliéter es, por ejemplo, polietilenglicol. Cuando Y' es NH, O o0 S, un atomo L' unido a Y' es carbono y un
atomo L' unido a O es carbono, mientras que los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro.

En la formula (XXI), L? es una cadena de alquileno que tiene s atomos de carbono. Un atomo de hidrégeno
en cualquier atomo de carbono de la cadena de alquileno puede estar sustituido o no sustituido por, por
ejemplo, OH, OR?, NH, NHR?, NR?R®, SH o SR Alternativamente, L? puede ser una cadena de poliéter en
la que al menos un atomo de carbono de la cadena de alquileno esta reemplazado por un atomo de oxigeno.
Cuando Y2 es NH, O 0 S, un atomo L? unido a Y2 es carbono y un atomo L unido a O es carbono, mientras
que los atomos de oxigeno no estan uno al lado del otro.

rpara L'y s para L? no estan particularmente limitados y el limite inferior de cada uno es, por ejemplo, 0 y el
limite superior de cada uno tampoco esta particularmente limitado. r y s pueden establecerse apropiadamente
dependiendo, por ejemplo, de la longitud deseada del conector Ly. Desde el punto de vista del coste de
produccion y el rendimiento, por ejemplo, r y s son cada uno preferentemente un nimero entero de 0 a 30,
mas preferentemente un numero entero de 0 a 20, més preferentemente un nimero entero de 0 a 15. En este
contexto, r y s pueden ser iguales o diferentes.

R® y R° son tal como se definen anteriormente.

En la formula (XXI), los atomos de hidrégeno pueden estar, por ejemplo, sustituidos cada uno de ellos
independientemente por halégeno tal como Cl, Br, F e |.

En una realizacion preferente, el conector Ly puede estar representado por la siguiente férmula (XXI1).
O
%“O\//\V/\N&
+H
NH

%_O/\/\/\f(

O (XX

La primera y segunda moléculas de oligo-ARN monocatenario se pueden producir usando un proceso de
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sintesis de ARN conocido por los expertos en la materia. Ejemplos del proceso de sintesis de ARN conocido
por los expertos en la materia incluyen la quimica de fosforamidita o la quimica de H-fosfonato. En la quimica
de la fosforamidita, un ribonucledsido unido a un grupo hidréfobo de un portador se extiende mediante una
reaccion de condensacion con una amidita de ARN (fosforamidita de ribonucledsido) y sufre oxidacion y
desproteccion, y esta reaccion de condensacion con una amidita de ARN se puede repetir para llevar a cabo
la sintesis de ARN.

La primera molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la formula (l) puede producirse mediante
métodos de sintesis de ARN convencionales, por ejemplo, quimica de fosforamidita. En una realizacion, Xc
puede producirse mediante sintesis en fase soélida desde el extremo 3' de acuerdo con métodos
convencionales usando un portador en fase soélida unido de antemano a un aminoalcohol (p. €j., 3'-PT Amino-
Modlflcador C4 CPG mencionado mas adelante; Link Technologies Ltd.) correspondiente a la estructura del
conector Lx' a través del grupo amino. Para la sintesis, se puede utilizar cualquier amidita de ARN, y amidita
de ARN de uso general que tenga cualquiera de varios grupos protectores tales como un grupo TBDMS un
grupo TOM, un grupo ACE, un grupo CEE, un grupo CEM, un grupo TEM y se puede utilizar, por ejemplo, un
grupo DMTr en la posicion 2' del grupo hidroxilo. Ademas, se puede utilizar cualquier portador en fase so6lida,
incluido un portador a base de poliestireno, un portador a base de acrilamida o un portador de vidrio. El
soporte puede tener cualquier forma, como perlas, una placa, un chip o un tubo. Los ejemplos del portador
unido al aminoalcohol incluyen, entre otros, 3'-PT Amino-Modificador C3 CPG y C7 CPG (Link Technologies
Ltd.).

Asimismo, la segunda molécula de oligpARN monocatenario representada por la férmula (ll) puede
producirse mediante métodos de sintesis de ARN convencionales, por ejemplo, quimica de fosforamidita. En
una realizacion, Yc se produce sobre un portador en fase sélida mediante sintesis en fase solida desde el
extremo 3' segun métodos convencionales. A continuacion, el conector Ly se une al extremo 5' de Yc. A
continuacion, se lleva a cabo ademas la sintesis en fase solida desde el extremo del mismo, y el conector Lx2
se puede unir al extremo 5' de X para producir la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario. Para la
sintesis, se puede utilizar cualquier amidita de ARN, y amidita de ARN de uso general que tenga cualquiera
de varios grupos protectores tales como un grupo TBDMS, un grupo TOM, un grupo ACE, un grupo CEE, un
grupo CEM, un grupo TEM y se puede utilizar, por ejemplo, un grupo DMTr en la posicién 2' del grupo
hidroxilo. Ademas, se puede utilizar cualquier portador en fase soélida, incluido un portador a base de
poliestireno, un portador a base de acrilamida o un portador de vidrio. El soporte puede tener cualquier forma
como perlas, una placa, un chip o un tubo. Los ejemplos del portador incluyen, entre otros, NittoPhase™ HL
rG(ibu) y rU (KINOVATE).

Para unir el conector Lx® al extremo 5' de X, se puede utilizar cualquier monémero para la sintesis de ARN
adecuado para ello. Por ejemplo, se puede utilizar un monémero para la sintesis de ARN representado por la
formula (X) proporcionada a continuacion. Este mondémero corresponde bésicamente al conector
representado por la férmula (1V), y la descripcion del conector representado por la formula (IV) se aplica asi al
monomero representado por la formula (X) que se proporciona a continuacion. El monémero representado
por la férmula (X) proporcionada a continuacién puede usarse como, por ejemplo, amidita para la sintesis
automatizada de &cidos nucleicos y es, por ejemplo, aplicable a un sintetizador automatizado de acidos
nucleicos comun. La presente invencion también proporciona un mondémero para la sintesis de ARN (amidita)
representado por la siguiente formula (X).

O
R*-0
5
E RZ_ N
5/ Ny -
RS TR-0T Y
4,O Q ,
R (x)

En la formula (X), se puede citar la descripcion de la féormula (IV) para los mismos sitios que en la formula (IV)
anterior. Especificamente, en la formula (X), R? es una cadena de alquileno que tiene n atomos de carbono.
En este contexto, cualquier atomo de hidrégeno en un atomo de carbono de la cadena de alquileno R? puede
estar sustituido por cualquier sustituyente o no puede estar sustituido. n no esta particularmente limitado y se
puede establecer apropiadamente dependiendo de la longitud deseada del conector Lx. Por ejemplo, desde
los puntos de vista del coste de produccion y el rendimiento, n es preferentemente un nimero entero de 1 a
30, mas preferentemente un nimero entero de 1 a 20, mas preferentemente un numero entero de 1 a 15. En
la formula (X), p es 1 6 2, preferentemente 1. En la férmula (X), R® es un grupo protector de &cido carboxilico.
Por gjemplo, se puede incorporar la divulgacion de una literatura (Protective Groups in Organic Synthesis, 42
edicion, Greene et al., 2007, John Wiley & Sons, Inc.) para el grupo protector del acido carboxilico. Los
ejemplos especificos del grupo protector de acido carboxilico incluyen un grupo DMTr, un grupo Tr, un grupo
TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM, un grupo CEE, un grupo CEM, un grupo CE, un grupo TEM y un
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grupo 2,4. -grupo dimetoxibencilo. Se prefiere un grupo CE o un grupo 2,4-dimetoxibencilo.

R* es un grupo alquilo sustituido por un grupo aceptor de electrones. Ejemplos especificos del mismo
incluyen un grupo 2-cianoetilo (un grupo CE) y un grupo nitrofeniletilo. Se prefiere un grupo 2-cianoetilo (un
grupo CE).

R° y R® son cada uno independientemente un grupo alquilo y pueden ser iguales o diferentes. Ejemplos
especificos de -NR°R® incluyen un grupo diisopropilamino, un grupo dietilamino y un grupo etiimetilamino. Se
prefiere un grupo diisopropilamino.

En una realizacion preferente, el monémero representado por la formula (X) puede estar representado por la
siguiente formula (XI) o la siguiente férmula (XVIII).

NCI o

0 o (XD)
N @

NC\//\\O F’\O
O -~ (XVIIN

El monémero representado por la formula (XI) puede ser una sustancia épticamente activa representada por
la siguiente formula (XI-1) o la siguiente férmula (XI-2).

U
NG~y P\O/\/\/\[ro

O e (XI-1)

/LN/k NC\LO o
NC~ 'é’\o/\/\/\[J;\13

O s+ (X1-2)

El monémero representado por la formula (XVIII) puede ser una sustancia opticamente activa representada
por la siguiente formula (XVIII-1) o la siguiente férmula (XVIII-2).

P k /@»

NC\//\O P\ Aw
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A

NC\//\, P\O
O c (XVIHE2)

A continuacion, se describira un proceso de sintesis de ejemplo del monémero representado por la férmula
(X). Los materiales de partida y los reactivos que se utilizan para la sintesis pueden adoptar directamente
productos disponibles comercialmente o pueden sintetizarse mediante métodos conocidos.

El monémero representado por la formula (X) se puede sintetizar, por ejemplo, tal como se muestra en el
siguiente esquema 1, mediante la reaccion de fosforilacion de un derivado alcohdlico representado por la
formula (XIl) con un reactivo de fosforilacion representado por la formula (XII1).

RS
i
G RG/N\E’X O
3. - . :
o R Wwy p N R nw
3 Agente activador R 2 *‘g
b « .« Rd,—
XD (Reaccion de fosforilacion) 00
Esquema 1

En la férmula, X es halégeno o NR°R®, y RZ, R®, R*, R®, R, y p son tal como se definieron anteriormente.

Los ejemplos especificos del reactivo de fosforilacion representado por la formula (XIll) incluyen 2-cianoetil-
N,N-diisopropilclorofosforamidita, nitrofeniletil-N,N-diisopropilclorofosforamidita, metil-N,N-
diisopropilclorofosforamidita y 2-cianoetil-N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidita.

La cantidad equivalente del reactivo de fosforilacion representado por la formula (XIIl) es preferentemente de
1 a 10 equivalentes, mas preferentemente de 1,1 a 1,5 equivalentes, con respecto al derivado alcohdlico
representado por la formula (XII).

Ejemplos del agente activador que se usa para la reaccion de fosforilacion incluyen tetrazol y sal de
diisopropilamina tetrazol. Se prefiere la sal de diisopropilamina tetrazol.

La cantidad equivalente del agente activador es preferentemente de 1 a 10 equivalentes, mas
preferentemente de 1,1 a 1,5 equivalentes, con respecto al derivado alcohdlico representado por la formula
(Xin.

Los ejemplos del disolvente que se usa para la reaccion de fosforilacion incluyen tetrahidrofurano,
diclorometano, cloroformo, éter dietilico y acetonitrilo, y se prefiere el acetonitrilo.

La temperatura de reaccion de la reaccion de fosforilacion es preferentemente de 20 a 50°C, maés
preferentemente de 20 a 30°C. El tiempo de reaccion de la reaccion de fosforilacion es preferentemente de 1
a 48 horas, mas preferentemente de 2 a 5 horas.

El derivado de alcohol representado por la formula (XI1) se puede sintetizar, por ejemplo, como se muestra en

el siguiente esquema 2, mediante la reaccion de condensacion de un derivado de amina representado por la
formula (XIV) con un derivado de acido carboxilico representado por la férmula (XV).
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o ~R%Z_OH 0
3y HO' 3
R OJ\/\) Wg XV R OJ\I/\{ )
AN P o RE N P
Agente de condensacion, base s
V) {Reaccion de condensacion) (XID

Esquema 2
En las formulas, R?, R® y p son tal como se definieron anteriormente.

La cantidad equivalente del derivado de acido carboxilico representado por la formula (XV) que se usa para la
reaccion de condensacion es preferentemente de 1 a 3 equivalentes, mas preferentemente de 1,1 a 1,5
equivalentes, con respecto al derivado de amina representado por la formula (XIV).

Ejemplos del agente de condensacion que se usa para la reaccion de condensacion incluyen
ciclohexilcarbodiimida, clorhidrato de N-(3'-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, sal de benzotriazol-1-iloxi-
trisdimetilaminofosfonio, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il}-N,N,N',N'-tetrametiluronio y
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio. Se prefiere clorhidrato de N-(3'-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida.

La cantidad equivalente del agente de condensacion es preferentemente de 1 a 10 equivalentes, mas
preferentemente de 1,1 a 1,5 equivalentes, con respecto al derivado de acido carboxilico representado por la
formula (XV).

Ejemplos de la base que se usa para la reaccion de condensacion incluyen bases organicas tales como
diisopropiletilamina, trietilamina, piridina y N-metilmorfolina, y sales de acidos organicos tales como carbonato
potasico, carbonato sédico y bicarbonato sédico. Se prefiere diisopropiletilamina o trietilamina.

La cantidad equivalente de la base es preferentemente de 0 a 10 equivalentes, mas preferentemente de 1 a 3
equivalentes, con respecto al derivado de &cido carboxilico representado por la formula (XV).

Ejemplos del disolvente que se usa para la reaccion de condensacion incluyen N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofurano, diclorometano, cloroformo y éter dietilico. Se prefiere diclorometano.

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferentemente de 0 a 50°C, mas
preferentemente de 0 a 30°C. El tiempo de reaccion de la reaccion de condensacion es preferentemente de 1
a 48 horas, mas preferentemente de 2 a 5 horas.

El derivado de amina representado por la férmula (XIV) se puede sintetizar, por ejemplo, tal como se muestra
en el siguiente esquema 3, mediante la reaccion de introduccién del grupo protector en el acido carboxilico de
un derivado de aminoacido representado por la formula (XVI) y la reaccion de desproteccion de Boc del
derivado de aminoacido obtenido representado por la formula (XVII), o, como se muestra en el siguiente
esquema 4, mediante la reaccion de introduccion del grupo protector en el acido carboxilico de un derivado
de aminoacido representado por la formula (XIX) y la reaccion de desproteccion de Fmoc del derivado de
aminodcido obtenido representado por la férmula (XX).

i 0
Hoﬂ/\ o _ RS'OJKF ~
y » (Reaccion de P HN \} ji¢

{Reaccion de

N
Boc introduccion del K
(XVID desproteccion de Boc) OAV)

(Xvi) grupo protector en el

acido carboxilico)
Esquema 3

En las formulas, R® y p son como se definen anteriormente.
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O 0
3.
HOJKQ S oA\ i> R OJLT,\
Frio C/N P {Reaccion de Frmoc” P {Reaccion de HN\/
. introduccion del desproteccion de Fmoc)
{XI1X) grupo protectar en el (XX} 0.4%!
acido carboxilico)
Esquema 4

En las formulas, R® y p son como se definen anteriormente.

La reaccion de introduccion del grupo protector en el acido carboxilico se puede llevar a cabo mediante un
método conocido, por ejemplo, descrito en la literatura (Protective Groups in Organic Synthesis, 42 edicion,
Greene et al., 2007, John Wiley & Sons, Inc.).

La reaccion de desproteccion de Boc o la reaccion de desproteccion de Fmoc se pueden llevar a cabo
mediante un método conocido, por ejemplo, descrito en la literatura (Protective Groups in Organic Synthesis,
42 edicion, Greene et al., 2007, John Wiley & Sons, Inc.).

El derivado de aminoécido representado por la formula (XVI) o la féormula (XIX) se puede comprar o se puede
producir mediante un método conocido o un método equivalente al mismo.

En otra realizacion, para unir el conector Lx® al extremo 5' de X, se puede usar un monémero para la sintesis
de ARN representado por la férmula (X'} que se proporciona a continuacion. Este mondémero corresponde
basicamente al conector representado por la formula (IV'), y la descripcion del conector representado por la
férmula (IV') se aplica asi al monoémero representado por la formula (X') que se proporciona a continuacion.
La presente invencion también proporciona un mondémero para la sintesis de ARN (amidita) representado por
la siguiente formula (X').

R4 - (X))

En la férmula (X'), se puede citar la descripcion de Ia férmula (1V') para los mismos sitios que en la formula
(IV') anterior. Especificamente, en la férmula (X'), R? es una cadena de alquileno que tiene n atomos de
carbono. En este contexto, cualquier atomo de hidrégeno en un atomo de carbono de la cadena de alquileno
R? puede estar sustituido por cualquier sustituyente o no puede estar sustituido. n no esta partlcularmente
limitado y se puede establecer apropiadamente dependiendo de la longitud deseada del conector Lx?. Por
ejemplo, desde los puntos de vista del coste de produccion y el rendimiento, n es preferentemente un nimero
entero de 1 a 30, méas preferentemente un numero entero de 1 a 20, mas preferentemente un numero entero
de 1 a 15. En la formula (X'), R® es un grupo protector de acido carboxilico. Por ejemplo, se puede incorporar
la divulgacion de una literatura (Protective Groups in Organic Synthesis, 42 ediciéon, Greene et al., 2007, John
Wiley & Sons, Inc.) para el grupo protector del acido carboxilico. Los ejemplos especificos del grupo protector
de &cido carboxilico incluyen un grupo DMTr, un grupo Tr, un grupo TBDMS, un grupo ACE, un grupo TOM,
un grupo CEE, un grupo CEM, un grupo CE, un grupo TEM y un grupo 2,4-dimetoxibencilo. Se prefiere un
grupo CE.

R*es un grupo alquilo sustituido por un grupo aceptor de electrones. Ejemplos especificos del mismo incluyen
un grupo 2-cianoetilo (un grupo CE) y un grupo nitrofeniletilo. Se prefiere un grupo 2-cianoetilo (un grupo CE).

R° y R® son cada uno independientemente un grupo alquilo y pueden ser iguales o diferentes. Ejemplos
especificos de -NR°R® incluyen un grupo diisopropilamino, un grupo dietilamino y un grupo etilmetilamino. Se
prefiere un grupo diisopropilamino.

En una realizacion preferente, el mondémero representado por la formula (X') puede estar representado por la
siguiente formula (XXII1).
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NC\L o
ANL AN

O - (XXiH)

El monémero representado por la férmula (X') se puede producir, por ejemplo, sustancialmente mediante el
mismo procedimiento que en los esquemas 1 a 3 usando un derivado de aminoacido representado por la
férmula (XVI'} en lugar del derivado de amino representado por la formula (XVI).

H —_— !
—w N R2_NH
BOC”N\)J\OH R TP-0T T
0

(Xv1') (X7

El derivado de aminodcido representado por la formula (XVI') se puede comprar o se puede producir
mediante un método conocido o un método equivalente al mismo.

Para unir el conector Ly al extremo 5' de Yc, se puede utilizar cualquier monémero para la sintesis de ARN
adecuado para ello, por gjemplo, un monémero conocido para la sintesis de ARN descrito en la bibliografia
(documento de Patente JP n® 5261677 0 5876890).

En la molécula de ARN monocatenario en horquilla producida mediante el método de la presente invencion,
X-Y comprende una secuencia inhibidora de |la expresion génica para un gen diana. La secuencia inhibidora
de la expresion génica puede estar contenida sélo en X o sélo en Y. La secuencia inhibidora de la expresion
génica es preferentemente |a totalidad o parte de una secuencia sentido o antisentido de ARNm transcrito a
partir del gen diana.

La molécula de ARN monocatenario en horquilla puede contener una o dos 0 méas secuencias inhibidoras de
la expresion génica. La molécula de ARN monocatenario en horquilla puede tener, por ejemplo, las mismas
dos 0 més secuencias inhibidoras de la expresion genética para el mismo gen diana, puede tener dos 0 mas
secuencias inhibidoras de la expresion genética diferentes para la misma diana, o puede tener dos 0 mas
secuencias inhibidoras de la expresion genética diferentes para diferentes genes diana. La molécula de ARN
monocatenario en horquilla que tiene dos o0 mas secuencias inhibidoras de la expresion génica para
diferentes genes diana es Util para inhibir la expresion de dos 0 mas genes diana diferentes. En la presente
invencion, el "gen" se refiere a una region del genoma a partir de la cual se transcribe el ARNm, y puede ser
una region codificadora de proteinas o una region codificadora de ARN.

La molécula de ARN monocatenario en horquilla segin la presente invencion tiene la capacidad de inhibir la
expresion de un gen diana a traves de una secuencia inhibidora de la expresion génica. La inhibicion de la
expresion del gen diana usando la molécula de ARN monocatenario en horquilla segun la presente invencion
estd mediada preferentemente, pero sin limitacion, por interferencia de ARN. La interferencia de ARN es un
fendmeno en el que, en general, un ARN bicatenario largo (ARNds) se escinde en una célula mediante Dicer
en un ARN bicatenario corto de aproximadamente 19 a 21 pb (ARNip: ARN de interferencia pequefio) cuyo
extremo 3' sobresale; uno de los ARN monocatenarios se une a un ARNm objetivo; y el ARNm diana se
degrada, de modo que se reprime la traduccion del ARNm diana, lo que hace posible inhibir la expresion de
un gen diana derivado del ARNm diana. Por ejemplo, se han divulgado varios tipos de secuencias de ARN
monocatenario incluidas en ARNip unidas a un ARNm diana de acuerdo con los tipos de gen diana. En la
presente invencion, por ejemplo, se puede utilizar una secuencia de ARN monocatenario incluida en ARNip
como secuencia inhibidora de la expresion génica. La molécula de ARN monocatenario en horquilla
producida mediante el método de la presente invencion puede inhibir la expresion de un gen diana mientras
se escinde in vivo para generar ARNip. La molécula de ARN monocatenario en horquilla segun la presente
invencion se puede utilizar para el tratamiento o profilaxis de enfermedades o trastornos que implican la
expresion o un aumento de la expresion de un gen diana.

La secuencia inhibidora de la expresion génica puede tener una longitud de nucleétidos preferentemente de

19 a 30 nuclettidos, mas preferentemente de 19 a 27 nucleétidos y, por ejemplo, 19, 20, 21, 22 o0 23
nucleétidos. La secuencia inhibidora de la expresion génica consiste preferentemente en una secuencia de
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ARN completamente idéntica o totalmente complementaria a al menos parte de la secuencia de ARNm del
gen diana.

Los ejemplos del gen diana incluyen, entre otros, el gen TGF-B1, el gen GAPDH, el gen LAMA1 y el gen
LMNA. Cuando el gen diana es el gen TGF-B1, la molécula de ARN monocatenario en horquilla producida
mediante el método de la presente invencion inhibe la expresion del gen TGF-B1 in vivo. Una molécula de
ARN monocatenario en horquilla de este tipo puede usarse, mediante la inhibicion de la expresion del gen
TGF-B1, para tratar o prevenir enfermedades o trastornos que implican la expresién o un aumento en la
expresion del gen TGF-p1, tal como fibrosis pulmonar y/o enfermedad pulmonar aguda.

Un ejemplo de la molécula de ARN monocatenario en horquilla que contiene una secuencia inhibidora de la
expresion génica, gue se produce mediante el método de la presente invencion, tiene la secuencia de
nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 1 y se obtiene a partir de una combinacién de una primera molécula
de oligo-ARN monocatenario que tiene la secuencia de nuclettidos indicada en SEQ ID NO: 2 (cadena A) y
una segunda molécula de oligo-ARN monocatenario que tiene la secuencia de nuclettidos indicada en la
SEQ ID NO: 3 (cadena B). La secuencia de nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 1 contiene una secuencia
inhibidora de la expresiéon génica para el gen TGF-B1 que sirve como gen diana. La secuencia de las
posiciones 29 a 47 de la secuencia de nuclettidos indicada en la SEQ ID NO: 1 corresponde a una secuencia
inhibidora de la expresién génica (una secuencia activa) (Figura 2).

Otro ejemplo del mismo tiene la secuencia de nuclettidos indicada en la SEQ ID NO: 4 y se obtiene a partir
de una combinacion de una primera molécula de oligo-ARN monocatenario que tiene la secuencia de
nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 5§ (cadena C) y una segunda Molécula de oligo-ARN monocatenario
que tiene la secuencia de nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 6 (cadena D). La secuencia de nuclettidos
indicada en la SEQ ID NO: 4 contiene una secuencia inhibidora de la expresion génica para el gen GAPDH
que sirve como gen diana. La secuencia de las posiciones 27 a 45 de la secuencia de nucleétidos indicada en
la SEQ ID NO: 4 corresponde a una secuencia inhibidora de la expresion génica (una secuencia activa).

En la presente invencion, la molécula de ARN monocatenario en horquilla se puede producir haciendo
reaccionar la primera molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la formula (I) con la segunda
molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la férmula (ll) en presencia de un agente de
deshidratacién-condensacion (también denominado agente de condensacion) en un disolvente de reaccion
para formar un enlace amida entre el conector Lx' y el conector Lx°. El disolvente de reaccion es un
disolvente mixto que comprende una solucién tampoén y un disolvente organico hidrofilo.

Los ejemplos de solucion tampén incluyen, entre otros, una solucion tampdén de acido 2-(N-
morfolino)etanosulfénico (en adelante, una soluciéon tampén de MES), una solucién tampén de acido 3-(N-
morfolino)-2-hidroxipropanosulfénico ( en adelante, una solucion tampén MOPSOQ), una solucién tampén de
piperazina-1,4-bis(acido 2-etanosulfonico) (en adelante, una solucién tampén PIPES), una solucién tampén
de &cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (en adelante, una solucion tampén MOPS solucidén tampo6n), una
solucion tampo6n de acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico (en adelante, una solucion tampoén
BES), una solucion tampén de acido 3-[N,N-bis(2-hidroxietil)amino]-2-hidroxipropanosulfénico (en adelante,
una solucion tampdn DIPSO), una solucion tampoén de acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]etanosulfénico
(en adelante, una solucion tampdn HEPES), una solucion tampdn de piperazina-1,4-bis(acido 2-
hidroxipropanosulfénico) (en adelante, una solucién tampon POPSO), una solucién tampoén de acido 4-(2-
hidroxietil)piperazina-1-(2-hidroxipropano-3-sulfonico (en adelante, una solucién tampén HEPPSO), y una
solucion tampoén de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinapropanosulfénico (en adelante, una solucién tampoén
HEPPS). Por ejemplo, se utiliza preferentemente una solucién tampén MES o una solucion tampén MOPS.

El pH de la solucién tampén se puede ajustar apropiadamente y es preferentemente de 6,5 a 7,5, mas
preferentemente de 6,9 a 7,5, por ejemplo, de 6,5a7,0,de69a7,10de7,0a7,5.

En la presente invencion, se puede utilizar un disolvente orgéanico hidréfilo como componente del disolvente
de reaccion. El disolvente organico hidréfilo puede ser, por ejemplo, un disolvente organico hidréfilo aprético.

El disolvente organico hidréfilo significa un disolvente organico que se puede mezclar con agua en una
proporcion arbitraria. Ejemplos de los mismos incluyen disolventes basados en sulfona tales como sulfolano,
disolventes basados en sulfoxido tales como dimetilsulféxido, disolventes basados en amida tales como N,N-
dimetilformamida y N-metilpirrolidona, disolventes basados en urea tales como N,N'-dimetiletilenurea, nitrilo
disolventes a base de éter como tetrahidrofurano y 1,2-dimetoxietano, y disolventes a base de alcohol como
etanol y alcohol terc-butilico. El disolvente organico "aprotico” significa un disolvente organico que no tiene
propiedad donadora de protones. Los ejemplos del disolvente organico hidréfilo aprético incluyen disolventes
basados en sulfona tales como sulfolano, disolventes basados en sulféxido tales como dimetilsulfoxido,
disolventes basados en amida tales como N,N-dimetilformamida y N-metilpirrolidona, disolventes basados en
urea tales como N,N '-dimetiletilenurea, disolventes a base de nitrilo tales como acetonitrilo, y disolventes a
base de éter tales como tetrahidrofurano y 1,2-dimetoxietano. Se prefiere dimetilsulféxido (en adelante,
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DMSO), N,N-dimetilformamida (en adelante, DMF), N,N'-dimetiletilenurea (en adelante, DMEU) o acetonitrilo,
y es mas preferente DMSO o DMF.

En el caso de afadir un agente de deshidratacién-condensacion 0 un compuesto aromatico que contiene N-
hidroxi-nitrogeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo), un éster de &cido
ciano(hidroxiimino)acético o un derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo disuelto o suspendido en
un disolvente organico, el disolvente organico se incluye en el "disolvente organico" del disolvente mixto.
Estos disolventes organicos se pueden usar cada uno solos 0 se pueden usar en combinacion de dos o0 mas
de los mismos.

En una realizacion, la proporcion del disolvente organico en el disolvente mixto que sirve como disolvente de
reaccion puede ser del 15 al 70 % v/v, por gjemplo, del 20 al 70 % v/v, del 20 al 65 % v/v, de 35 a 60 % v/v,
de 35 a 55 % v/v, 0 de 50 a 55 % v/v, de la cantidad del disolvente total (la cantidad total del disolvente mixto
que comprende la solucidén tampon y el disolvente organico). En la presente invencion, en el caso de anadir
un agente de deshidratacion-condensacién o un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por
gjemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo), un éster de acido ciano(hidroxiimino)acético o un
compuesto derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo disuelto o suspendido en una solucién tal
como agua, una solucion tamp6n o un disolvente organico, la cantidad del disolvente total incluye la cantidad
de la solucién que contiene el agente de deshidratacion-condensacion, el compuesto aromatico que contiene
N-hidroxi-nitrégeno  (p. €j., hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo), el éster del acido
ciano(hidroxiimino)acético, o el derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo. En el caso de afiadir un
agente de deshidratacion-condensacion o un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por
gjemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo), un éster de acido ciano(hidroxiimino)acético o un
derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo disuelto o suspendido en un disolvente organico, la
cantidad de disolvente organico para el calculo de la proporcion del disolvente organico en el disolvente mixto
se incluye en la cantidad total de disolventes organicos en el disolvente mixto.

Cuando el disolvente organico hidréfilo es DMSO, la proporcion de DMSO en el disolvente mixto es
preferentemente de 20 a 65 % v/v, mas preferentemente de 35 a 60 % v/v, mas preferentemente de 50 a 55 o
de 50 a 60 % v/v, de la cantidad de disolvente total. Cuando el disolvente organico hidréfilo es DMSO vy el
agente de deshidratacion-condensacion es un agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que
comprende una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, por ejemplo, un agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio tal como HATU, la proporcion de DMSO en el
disolvente mixto puede ser preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 65 % v/v, por
gjemplo de 50 a 60 % v/v, de la cantidad de todo el disolvente. Cuando el disolvente organico hidréfilo es
DMSO y el agente de deshidratacién-condensacién es un agente de deshidratacion-condensacion a base de
triazina, por ejemplo, un derivado de morfolinio cuaternario a base de triazina tal como DMT-MM, la
proporcion de DMSO en el disolvente mixto puede ser preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas
preferentemente de 35 a 60 % v/v, por gjemplo, de 50 a 60 % v/v o de 50 a 55 % v/v, de la cantidad de
disolvente total. En estos casos, el pH del disolvente de reaccion (disolvente mixto) puede ser, pero sin
limitacion, preferentemente de 6,5 a 7,5, mas preferentemente de 6,9 a 7,5, por ejemplo, de 6,5 a 7,0, de 6,9
a7,1,0de7,0a75.

Cuando el disolvente organico hidrofilo es DMF, la proporcion de DMF en el disolvente mixto es
preferentemente de 20 a 65 % v/v, mas preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 65
% vl/v, de la cantidad de todo el disolvente. Cuando el disolvente organico hidréfilo es DMF y el agente de
deshidratacién-condensacion es un agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que comprende
una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, por ejemplo, un agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio tal como HATU, la proporciéon de DMF en el
disolvente mixto puede ser preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 65 % v/v, por
gjemplo, de 50 a 60 % v/v, de la cantidad de todo el disolvente. En estos casos, el pH del disolvente de
reaccion (disolvente mixto) puede ser, pero sin limitacion, preferentemente de 6,5 a 7,5, mas preferentemente
de 6,9 a 7,5, por ejemplo, de 6,5a7,0,de 6,9a7,1,0de 7,0a7,5.

Cuando el disolvente organico hidréfilo es DMEU, la proporcion de DMEU en el disolvente mixto es
preferentemente de 20 a 65 % v/v, mas preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 60
% v/v, de la cantidad de todo el disolvente. Cuando el disolvente organico hidréfilo es DMEU y el agente de
deshidratacién-condensacion es un agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que comprende
una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, por ejemplo, un agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio tal como HATU, la proporcion de DMEU en el
disolvente mixto puede ser preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 65 % v/v, por
gjemplo, de 50 a 60 % v/v, de la cantidad de todo el disolvente. En estos casos, el pH del disolvente de
reaccion (disolvente mixto) puede ser, pero sin limitacion, preferentemente de 6,5 a 7,5, mas preferentemente
de 6,9 a 7,5, por ejemplo, de 6,5a7,0,de 6,9a7,1,0de 7,0a7,5.

Cuando el disolvente organico hidréfilo es acetonitrilo, la proporcion de acetonitrilo en el disolvente mixto es
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preferentemente de 20 a 65 % v/v, mas preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 65
% vlv, de la cantidad de todo el disolvente. Cuando el disolvente organico hidrofilo es acetonitrilo y el agente
de deshidratacién-condensacion es un agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que
comprende una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, por ejemplo, un agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio tal como HATU, la proporcion de acetonitrilo en
el disolvente mixto puede ser preferentemente de 35 a 65 % v/v, mas preferentemente de 50 a 65 % v/v, por
gjemplo, de 50 a 60 % v/v, de la cantidad de todo el disolvente. En estos casos, el pH del disolvente de
reaccion (disolvente mixto) puede ser, pero sin limitacion, preferentemente de 6,5 a 7,5, mas preferentemente
de 6,9 a 7,5, por ejemplo, de 6,5a7,0,de 6,9a7,1,0de 7,0a7,5.

El orden de adicién de la solucion tamp6n y el disolvente organico hidréfilo no esta particularmente limitado.
La primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario se
pueden disolver en la solucién tampon y después, se puede afadir el disolvente organico hidréfilo a la
solucion, o el disolvente organico hidréfilo se puede afiadir a la primera molécula de oligo-ARN
monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario, y después, se puede afiadir a las
mismas la solucién tampoén. Alternativamente, la solucion tampon y el disolvente organico hidréfilo se pueden
mezclar previamente, y el disolvente resultante se puede mezclar con la primera molécula de oligo-ARN
monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario. Normalmente, se prefiere disolver la
primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario en la
solucion tampoén y después afiadir el disolvente organico hidréfilo a la solucion.

La primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario
pueden disolverse en la soluciéon tampoén y a continuacion se dejo reposar durante un periodo determinado
(por ejemplo, de 1 a 15 minutos), o la solucién puede ser afiadida inmediatamente al disolvente organico
hidréfilo sin dejarlo reposar. La desnaturalizacion por calor (por ejemplo, calentar a una temperatura de 90 °C
0 superior y a continuacion enfriar a temperatura ambiente) de la primera molécula de oligo-ARN
monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario en la solucién tampoén puede o no
llevarse a cabo.

El agente de deshidratacion-condensacion que se puede usar en el método de produccion de la presente
invencion puede ser (i) un agente de deshidratacion-condensacion a base de triazina, (i) un agente de
deshidratacién-condensacion a base de uronio que comprende una estructura de anillo aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno (p. e€j., un agente de deshidratacién-condensaciéon a base de
benzotriazoliluronio), (i) un agente de deshidratacion-condensacion a base de carbodiimida, (iv) un agente
de deshidratacion-condensacion por deshidratacion a base de 2-halopiridinio, o (v) un agente de
deshidratacién-condensacion a base de formamidinio. En el caso de usar (iii) un agente de deshidratacion-
condensacién a base de carbodiimida como agente de deshidratacion-condensacion, el agente de
deshidratacién-condensacion a base de carbodiimida se puede usar en combinacién con un compuesto
aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo) o un
éster de acido ciano(hidroxiimino)acético. En el caso de usar (iv) un agente de deshidratacion-condensacion
a base de 2-halopiridinio, el agente de deshidratacién-condensacion a base de 2-halopiridinio se puede usar
en combinacioén con un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno. En el caso de usar (v) un
agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio, el agente de deshidratacion-condensacion a
base de formamidinio se puede usar en combinacion con un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-
nitrégeno o un derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo. En el método de produccion de la presente
invencion, se pueden usar adecuadamente condiciones de reaccién que provogquen amidacion por medio de
un intermedio activo basado en un compuesto aromético que contiene N-aciloxi nitrogeno (por ejemplo, un
intermedio activo basado en benzotriazolilo), un ciano(aciloxiimino) intermedio activo basado en éster de
acido acético o un intermedio activo basado en imidazol sustituido con N'-acil-N-hidrocarburo. El agente de
deshidratacién-condensacion puede estar en forma libre o en forma de sal y preferentemente esta en forma
de sal.

En una realizacién, el método de producciéon de la presente invencion puede satisfacer al menos una
seleccionada del grupo de las siguientes condiciones (i) a (iv) o cualquier combinacion de las mismas (por
ejemplo, todas las condiciones): (i) se utiliza un agente de deshidratacidn-condensacién a base de uronio que
comprende una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno y es un agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio, (i) se utiliza un compuesto aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno y es hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo, (iii) se utiliza un éster de acido
ciano(hidroxiimino)acético y es un éster alquilico de acido ciano(hidroxiimino)acético, y (iv) se utiliza un
derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo y es un derivado de N-alquilimidazol.

El agente de deshidratacion-condensacion a base de triazina significa un compuesto (por ejemplo, una forma
libre 0 una sal) que tiene una estructura en la que al menos un 4tomo de carbono de triazina se reemplaza
por un grupo funcional eliminable tal como amonio cuaternario o halégeno. Por ejemplo, un agente de
deshidratacién-condensacion descrito en la literatura (Kunishima et al., Tetrahedron, 2001, Vol. 57, p. 1551-
1558; Kunishima et al., Chemistry A European Journal, 2012, vol. 18, pag. 15856-15867; Patente JP N°
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4349749, Publicacién de Patente JP (Kokai) N° 2008-214473 A (2008), Publicacién de Patente JP (Kokai)
N° 2016-141618 A (2016), Publicacion de Patente JP (Kokai) N° 2016-141619 A (2016), publicaciéon de
patente japonesa (Kokai) N° 2017-149876 A (2017), etc.) se puede utilizar como agente de deshidratacion-
condensacion a base de triazina. Mas especificamente, los ejemplos del agente de deshidratacion-
condensacion a base de triazina incluyen morfolinio cuaternario a base de triazina, por ejemplo, 4-[4,6-
bis(2,6-xilil)-1,3,5-triazin-2-il] -4-metilmorfolinio, 4-[4-metoxi-6-(2,6-xilil)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, 4-
(4-t-butil-6- metoxi-1,3,5-triazin-2-il)4-metoximorfolinio, 4-(4,6-di-t-butil-1,3,5-triazin-2-il}-4-metilmorfolinio, N-
[4-metoxi-6-(N'-fenilacetamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, N-[4-metoxi-6-(N'-metilacetamido)-1,3 ,5-
triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, N-[4-metoxi-6-(N'-fenilbenzamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metiimorfolinio, N-[4-
metoxi-6-(N'-metilbenzamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, N-[4-metoxi-6-(2,5-dioxopirrolidil}-1,3,5-
triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, N-[4-metoxi-6-(2-piperidon-1-il)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metiimorfolinio, 4-(4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il}-4-metilmorfolinio y 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il}-4 -metilmorfolinio, y sus
derivados. Ejemplos de derivados incluyen sales tales como perclorato, trifluorometanosulfonato, cloruro y
hexafluorofosfato. El agente de deshidratacion-condensacion a base de triazina puede ser, por ejemplo, sal
de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio.

El derivado de morfolinio cuaternario a base de triazina como agente de deshidratacion-condensacion a base
de triazina es preferentemente, por ejemplo, perclorato de 4-[4,6-bis(2,6-xilil}-1,3,5-triazin-2-il]- 4-
metilmorfolinio, perclorato de 4-[4-metoxi-6-(2,6-xilil}-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio,
trifluorometanosulfonato de 4-(4-t-butil-6 de metoxi-1,3,5-triazin-2-il)4-metoximorfolinio, cloruro de 4-(4,6-di-t-
butil-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio , perclorato de N-[4-metoxi-6-(N'-fenilacetamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-
metilmorfolinio, perclorato de N-[4-metoxi-6-(N'-metilacetamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, cloruro de
N-[4-metoxi-6-(N'-fenilbenzamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, cloruro de N-[4-metoxi-6-(N'-
metilbenzamido)-1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, cloruro de N-[4-metoxi-6-(2,5 -cloruro de -dioxopirrolidil)-
1,3,5-triazin-2-il]-4-metilmorfolinio, cloruro de N-[4-metoxi-6-(2-piperidon-1-il)-1,3,5-triazin-2-il]-4-
metilmorfolinio, cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio o cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,
Trifluorometanosulfonato de 5-triazin-2-il}-4-metilmorfolinio, mas preferentemente cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-
1,3,5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (en adelante, DMT-MM).

La cantidad equivalente del agente de deshidratacion-condensacion a base de triazina es preferentemente de
10 a 100 equivalentes, mas preferentemente de 20 a 40 equivalentes, con respecto a la primera molécula de
oligo-ARN monocatenario.

El agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que comprende una estructura de anillo
aromatico que contiene N-hidroxi-nitrébgeno significa un compuesto que tiene una estructura de
tetraalquilamidinio afiadido a una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno. El agente
de deshidratacion-condensacion a base de uronio que comprende una estructura de anillo aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno es preferentemente, por ejemplo, un agente de deshidratacion-condensacion a
base de benzotriazoliluronio (un agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que tiene una
estructura de 1-hidroxibenzotriazol), un agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene
una estructura de N-hidroxi-2-piridona, un agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que tiene
una estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina, un agente de deshidratacion-condensacion
a base de uronio que tiene una estructura de N-hidroxipiridina, mas preferentemente un agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio, un agente de deshidratacion-condensacion a
base de uronio que tiene -estructura de piridona, o un agente de deshidratacion-condensacion a base de
uronio que tiene una estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-ox0-1,2,3-benzotriazina, mas preferentemente un
agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio, o un agente de deshidratacion-
condensacion a base de que tiene una estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina.

El agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio significa un compuesto que tiene
una estructura de tetraalquilamidinio afiadida a una estructura de 1-hidroxibenzotriazol. Cuatro sustituyentes
en dos atomos de nitrogeno de la estructura de amidinio no estan particularmente limitados y estos
sustituyentes pueden formar un anillo junto con los atomos de nitrégeno, siempre que los sustituyentes no
inhiban la reaccion de amidacion. La estructura del 1-hidroxibenzotriazol no estéa particularmente limitada y
puede tener un sustituyente en su anillo de benceno y/o puede tener atomos de nitrégeno sustituidos por
algunos atomos de carbono dentro del anillo de benceno, siempre que la estructura no inhiba la reaccion de
amidacion.

Comunmente se conoce gue el agente de deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio asume
dos formas, una forma O-acilo (forma uronio) y una forma N-acilo (forma amina), segun una bibliografia
(Carpino et al., Angewandte Chemie International Edition, 2002, vol. 41, pag. 441-445). En la presente
invencion, el "agente de deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio" abarca tanto la forma
O-acilo (a base de uronio) como la forma N-acilo (a base de amonio).
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Por ejemplo, un agente de deshidratacién-condensacion descrito en la literatura (Knorr et al., Tetrahedron
Letters, 1989, Vol. 30, p.1927-1930; Carpino et al., Cartas Organicas, 2001, vol. 3, pag.2793-2795; EL-Faham
et al., The Journal of Organic Chemistry, 2008, vol. 73, pag. 2731-2737; WO 1994/007910, WO 2002/094822,
etc.) se puede utilizar como agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio. Mas
especificamente, los ejemplos del agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio
incluyen benzotriazoliluronio, por ejemplo, O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio, [(benzotriazol-1-
iloxi)piperidin-  1-ilmetilen]piperidinio y sus derivados, y azabenzotriazoliluronio, por ejemplo, O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N-tetrametiluronio, O-(7-azabenzotriazol-1-il) )-N,N,N',N'-tetraetiluronio, [(7-
azabenzotriazol-1-iloxi)-4-morfolinometilen]dimetilamonio, [(7-azabenzotriazol-1-iloxi)piperidin-1-
ilmetileno]piperidinio, [ (7-azabenzotriazol-1-iloxi)pirrolidin-1-ilmetilen]pirrolinio y sus derivados. Ejemplos de
derivados incluyen sales tales como perclorato, trifluorometanosulfonato, cloruro y hexafluorofosfato. El
agente de deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio puede ser, por ejemplo, sal de O-
(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio o sal de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio incluyen
hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio y hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N-tetrametiluronio (en adelante, HATU).

El agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una estructura de N-hidroxi-2-piridona
significa un compuesto que tiene una estructura de tetraalquilamidinio afiadido a una estructura de N-hidroxi-
2-piridona. Cuatro sustituyentes en dos atomos de nitrégeno de la estructura de amidinio no estan
particularmente limitados y estos sustituyentes pueden formar un anillo junto con los atomos de nitrégeno,
siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccion de amidacion. La estructura de N-hidroxi-2-piridona no
estd particularmente limitada y puede tener un sustituyente en su anillo de piridona, siempre que la estructura
no inhiba la reaccion de amidacion. Ejemplos del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio
que tiene una estructura de N-hidroxi-2-piridona incluyen O-(1,2-dihidro-2-oxo-1-piridil)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio, O-(1,2-dihidro-2-oxo-1-piridil)-N,N,N',N'-bis(tetrametilenojuronio y O-(1,2-dihidro-2-oxo-1-
piridil)-N,N,N',N'-bis(pentametilen)uronio y sus derivados. Ejemplos de derivados incluyen sales tales como
cloruro, bromuro, yoduro, perclorato, trifluorometanosulfonato, tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. El agente
de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una estructura de N-hidroxi-2-piridona puede ser
la sal de O-(1,2-dihidro-2-oxo-1-piridil)-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una
estructura de N-hidroxi-2-piridona incluyen tetrafluoroborato de O-(1,2-dihidro-2-oxo-1-piridil)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (en adelante, TPTU).

El agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-
4-ox0-1,2,3-benzotriazina significa un compuesto que tiene una estructura de tetraalquilamidinio afiadido a un
compuesto de estructura 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina. Cuatro sustituyentes en dos atomos
de nitrégeno de la estructura de amidinio no estan particularmente limitados y estos sustituyentes pueden
formar un anillo junto con los dtomos de nitrogeno, siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccion de
amidacion. La estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina no esta particularmente limitada y
puede tener un sustituyente en su anillo de 4-oxo-1,2,3-benzotriazina, siempre que la estructura no inhibe la
reaccion de amidacion. Ejemplos del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una
estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina incluyen O-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2 ,3-benzotriazin-
3-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio, O-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-il}-N,N,N',N'-bis(tetrametileno)uronio,
0O-(3,4-dihidro-4-ox0-1,2,3-benzotriazin-3-il}-N,N,N',N'- bis(pentametileno)uronio y sus derivados. Ejemplos de
derivados incluyen sales tales como cloruro, bromuro, yoduro, perclorato, trifluorometanosulfonato,
tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. El agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene
una estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina puede ser O-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2, sal de 3-
benzotriazin-3-il}-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una

estructura de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina incluyen tetrafluoroborato de O-(3,4-dihidro-4-
oxo-1,2,3-benzotriazin-3-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (en adelante, TDBTU).
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El agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que tiene una estructura de N-hidroxiimidazol
significa un compuesto que tiene una estructura de tetraalquilamidinio afiadido a una estructura de N-
hidroxiimidazol. Cuatro sustituyentes en dos atomos de nitrégeno de la estructura de amidinio no estan
particularmente limitados y estos sustituyentes pueden formar un anillo junto con los atomos de nitrégeno,
siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccion de amidacion. La estructura de N-hidroxiimidazol no esta
particularmente limitada y puede tener un sustituyente en su anillo de N-hidroxiimidazol, siempre que la
estructura no inhiba la reaccién de amidacion. Los ejemplos del agente de deshidratacién-condensacion a
base de uronio que tiene una estructura de N-hidroxiimidazol incluyen O-(imidazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio, O-(imidazol-1-il)-N, N,N',N'-bis(tetrametilen)uronio, O-(imidazol-1-il)-N,N,N',N'-
bis(pentametileno)uronio y sus derivados. Ejemplos de derivados incluyen sales tales como cloruro, bromuro,
yoduro, perclorato, trifluorometanosulfonato, tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. El agente de
deshidratacién-condensacion a base de uronio que tiene una estructura de N-hidroxiimidazol puede ser la sal
de O-(imidazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una
estructura de N-hidroxiimidazol incluyen hexafluorofosfato de O-(imidazol-1-il}-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

El agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio gque tiene una estructura de N-hidroxipiridina
significa un compuesto que tiene una estructura de tetraalquilamidinio afiadido a una estructura de N-
hidroxipiridina. Cuatro sustituyentes en dos atomos de nitrégeno de la estructura de amidinio no estan
particularmente limitados y estos sustituyentes pueden formar un anillo junto con los atomos de nitrégeno,
siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccion de amidacion. La estructura de N-hidroxipiridina no esta
particularmente limitada y puede tener un sustituyente en su anillo de N-hidroxipiridina, siempre que la
estructura no inhiba la reacciéon de amidacion. Ejemplos de agente de deshidratacién-condensacion a base
de uronio gue tiene una estructura de N-hidroxipiridina incluyen O-piridil-N,N,N',N'-tetrametiluronio, O-piridil-
N,N,N',N'-bis(tetrametileno) uronio, O-piridil-N,N,N',N'-bis(pentametileno)uronio, O-(4-dimetilamino-piridil)-
N,N,N',N'-tetrametiluronio,  O-(4-dimetilamino-piridil)-N,N,N',N'-bis(tetrametilen)uronio,  O-(4-dimetilamino-
piridil)-N,N,N',N'-bis(pentametilen)uronio y sus derivados. Ejemplos de derivados incluyen sales tales como
cloruro, bromuro, yoduro, perclorato, trifluorometanosulfonato, tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. El agente
de deshidratacién-condensacion a base de uronio gue tiene una estructura de N-hidroxipiridina puede ser sal
de O-piridil-N,N,N',N'-tetrametiluronio o sal de O-(4-dimetilamino-piridil}-N,N,N',N'-tetrametiluronio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que tiene una
estructura  de N-hidroxipiridina incluyen hexafluorofosfato de  O-(4-dimetilamino-piridil}-N,N,N',N-
tetrametiluronio.

La cantidad equivalente del agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que comprende una
estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, un agente de deshidratacion-
condensacién a base de benzotriazoliluronio) es preferentemente de 10 a 100 equivalentes, mas
preferentemente de 20 a 40 equivalentes, con con respecto a la primera molécula de oligo-ARN
monocatenario.

El agente de deshidratacion-condensacion a base de carbodiimida significa un compuesto que tiene una
estructura de carbodiimida representada por N=C=N. Los sustituyentes en N no estan particularmente
limitados siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccién de amidacion. Por ejemplo, un derivado de
carbodiimida tal como N,N'-dimetilcarbodiimida, N,N'-dietilcarbodiimida, N,N'-dipropilcarbodiimida, N,N'-
diisopropilcarbodiimida, N-terc-butil-N'-metilcarbodiimida, N,N'-diciclohexilcarbodiimida, N-bencil-N'-
metilcarbodiimida, N-bencil-N'-etilcarbodiimida, N-bencil-N'-propilcarbodiimida, N-(3'-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida, N,N'- Como agente de deshidratacion-condensacion a base de carbodiimida se puede usar
bis(3'-dimetilaminopropil)carbodiimida, 3-(etiliminometilidenamino)propiltrimetilamonio 0 3-
(isopropiliminometilidenamino)propiltrimetilamonio, o una sal (incluyendo una sal de adicion de acido). Los
gjemplos de la sal incluyen perclorato, trifluorometanosulfonato, cloruro, hexafluorofosfato, hidrocloruro,
bromato, triflucrometanosulfonato y perclorato. Es mas preferente un derivado de carbodiimida que tiene una
estructura de amina terciaria 0 una estructura de amonio cuaternario. Ejemplos de los mismos incluyen N-(3'-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida y sales tales como sales de adicion de acido de la misma, N,N'-bis(3'-
dimetilaminopropil)carbodiimida y sales tales como sales de adicion de acido de la misma, sal de 3-
(etiliminometilidenamino)propiltrimetilamonio y sal de 3-(isopropiliminometilidenamino)propiltrimetilamonio.
Ejemplos particularmente preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de carbodiimida
incluyen clorhidrato de N-(3'-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (en adelante, clorhidrato de EDCI).

El compuesto aromdtico que contiene N-hidroxi-nitrégeno es preferentemente, por ejemplo,
hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo, N-hidroxitriazol o un derivado del mismo, N-hidroxibencimidazol
0 un derivado del mismo, N-hidroxiimidazol o un derivado del mismo, N-hidroxi-2. -piridona o un derivado de
la misma, 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina o un derivado de la misma, o N-hidroxipiridina o un
derivado de la misma, mas preferentemente hidroxibenzotriazol o un derivado de la misma, N-hidroxitriazol o
un derivado del mismo, N-hidroxi-2-piridona o un derivado de la misma, 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-
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benzotriazina o un derivado de la misma, o N-hidroxipiridina o un derivado del mismo.

El hidroxibenzotriazol o su derivado no estan particularmente limitados y pueden tener un sustituyente en su
anillo de benceno y/o pueden tener atomos de nitrogeno sustituidos por algunos atomos de carbono dentro
del anillo de benceno, siempre que no inhiba la reaccion de amidacion. Por ejemplo, 1-hidroxibenzotriazol, 1-
hidroxi-6-clorobenzotriazol, 1-hidroxi-6-trifluorometilbenzotriazol, 1-hidroxi-4-nitro-6-trifluorometilbenzotriazol,
1-hidroxi-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-4-metil-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-4-metoxi-7-azabenzotriazol, 1-
hidroxi-4-terc-butil-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-4,5,6-trimetil-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-6-azabenzotriazol, 1-
hidroxi-5-azabenzotriazol o 1-hidroxi-4-azabenzotriazol se pueden utilizar como hidroxibenzotriazol o su
derivados. El hidroxibenzotriazol o su derivado es preferentemente un hidroxiazabenzotriazol o un derivado
del mismo, tal como 1-hidroxi-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-4-metil-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-4-metoxi-7-
azabenzotriazol, 1 -hidroxi-4-terc-butil-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-4,5,6-trimetil-7-azabenzotriazol, 1-hidroxi-
6-azabenzotriazol, 1-hidroxi-5-azabenzotriazol o 1-hidroxi-4 -azabenzotriazol, mas preferentemente 1-hidroxi-
7-azabenzotriazol (en adelante, HOAt).

El N-hidroxitriazol o su derivado no estan particularmente limitados y pueden tener un sustituyente en su
anillo de triazol en la posicién 4 o 5, siempre que no inhiba la reacciéon de amidacion. Ejemplos de N-
hidroxitriazol o su derivado incluyen 1-hidroxi-1,2,3-triazol-4-carboxilato de etilo.

El N-hidroxibencimidazol o su derivado no estan particularmente limitados y pueden tener un sustituyente en
su anillo de benceno y/o pueden tener atomos de nitrégeno sustituidos por algunos atomos de carbono dentro
del anillo de benceno, siempre que no inhiba la reaccion de amidacion. Ejemplos de N-hidroxibencimidazol o
sus derivados incluyen N-hidroxibencimidazol, N-hidroxi-7-azabencimidazol.

El N-hidroxiimidazol o su derivado no estan particularmente limitados y pueden tener un sustituyente en su
anillo de imidazol, siempre gque no inhiba la reaccion de amidacién. Ejemplos de N-hidroxiimidazol o su
derivado incluyen N-hidroxiimidazol.

La N-hidroxi-2-piridona o su derivado no estan particularmente limitados y puede tener un sustituyente en su
anillo de piridona en cualquiera de las posiciones 3 a 6, siempre que no inhiba la reaccion de amidacion.
Ejemplos de N-hidroxi-2-piridona o su derivado incluyen N-hidroxi-2-piridona (en adelante, HOPO).

La 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-0x0-1,2,3-benzotriazina o su derivado no estan particularmente limitados y pueden
tener un sustituyente en su anillo de benceno, siempre que no inhiba la reaccion de amidacion. Los ejemplos
de 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina o su derivado incluyen 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-
benzotriazina, 7-cloro-3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina, 3,4-dihidro-3-hidroxi-7-nitro-4-oxo-1,2,3
-benzotriazina y 3,4-dihidro-3-hidroxi-6,7-dimetoxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina.

La N-hidroxipiridina o su derivado no estan particularmente limitados y pueden tener un sustituyente en su
anillo de piridina, siempre que no inhiba la reaccién de amidacion. Ejemplos de N-hidroxipiridina o su derivado
incluyen N-hidroxipiridina y N-6xido de 4-(dimetilamino)piridina.

El grupo éster del éster del acido ciano(hidroxiimino)acético puede tener un sustituyente que no inhiba la
reaccion de amidacion. Los ejemplos del éster del dcido ciano(hidroxiimino)acético incluyen un éster alguilico
del acido ciano(hidroxiimino)acético y un éster arilico del acido ciano(hidroxiimino)aceético.

En el éster alquilico del acido ciano(hidroxiimino)acético, el resto del grupo éster alquilico puede ser lineal,
ramificado o ciclico y preferentemente tiene un grupo alquilo que tiene de 1 a 10 atomos de carbono. El éster
alquilico del &cido ciano(hidroxiimino)acético es, por ejemplo, ciano(hidroxiimino)acetato de metilo,
ciano(hidroxiimino)acetato de etilo, ciano(hidroxiimino)acetato de propilo, ciano(hidroxiimino)acetato de terc-
butilo, ciano(hidroxiimino)acetato de  bencilo, ciano(hidroxiimino)acetato de  ciclohexilo, o
ciano(hidroxiimino)acetato de (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metilo, mas preferentemente
ciano(hidroxiimino)acetato de etilo.

En el éster arilico del &acido ciano(hidroxiimino)acético, el resto del grupo éster arilico puede tener un
sustituyente en el anillo de benceno, o al menos un dtomo de carbono en el anillo de benceno puede estar
reemplazado por un atomo de nitrogeno. Ejemplos de éster arilico del acido ciano(hidroxiimino)acético
incluyen ciano(hidroxiimino)acetato de fenilo y ciano(hidroxiimino)acetato de 1-naftilo.

La cantidad equivalente del agente de deshidratacion-condensacion a base de carbodiimida es
preferentemente de 10 a 100 equivalentes, mas preferentemente de 20 a 40 equivalentes, con respecto a la
primera molécula de oligo-ARN monocatenario. La cantidad equivalente del compuesto aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo) o el éster del acido
ciano(hidroxiimino)acético es preferentemente de 10 a 100 equivalentes, mas preferentemente de 20 a 40
equivalentes, con respecto a la primera molécula de oligo-ARN monocatenario.
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El agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio es una sal de piridinio que tiene un
sustituyente hidrocarbonado en el atomo de nitrégeno del anillo de piridina, y significa un compuesto que
tiene halégeno en la posicion 2 del anillo de piridina. El anillo de piridina puede tener un sustituyente en
cualquiera de las posiciones 3 a 6 del anillo de piridina. El sustituyente hidrocarbonado en el atomo de
nitrégeno y el sustituyente en cualquiera de las posiciones 3 a 6 del anillo de piridina no estan particularmente
limitados siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccion de amidacion. Los ejemplos del agente de
deshidratacién-condensacion a base de 2-halopiridinio incluyen 2-cloro-1-metilpiridinio, 2-bromo-1-
metilpiridinio, 2-fluoro-1-metilpiridinio, 2-cloro-1-etilpiridinio, 2-bromo-1- etilpiridinio, 2-fluoro-1-etilpiridinio, 2-
fluoro-1, 3-dimetilpiridinio, 2-cloro-1-metilquinolinio, 2-yodo-1-metilquinolinio, 2-cloro-1-(2-ox0-2-
fenetilo)piridinio, 2-bromo-1-(2-oxo-2-fenetil)piridinio, 2-cloro-1-{2-(3-nitrofenil)-2-oxoetil]piridinio, 2-cloro-1-[2-
(4-fluorofenil)-2-oxoetil]piridinio, 2-cloro-1-2-(4-clorofenil)-2-oxoetillpiridinio, 2-bromo-1-[2-(4-bifenil)-2-
oxoetil]piridinio, 2-bromo-1-[2-(3-nitrofenil)-2-oxoetil]piridinio, 2-bromo-1-[2-(4-metoxifenil)-2-oxoetillpiridinio, 2-
cloro- 1-bencilpiridinio, 2-yodo-1-etil-6-metoxiquinolinio y sus derivados. Los ejemplos de derivados incluyen
sales tales como cloruro, bromuro, yoduro, perclorato, trifluorometanosulfonato, tetrafluoroborato y
hexafluorofosfato. El agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio puede ser una sal de
2-cloro-1-metilpiridinio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio incluyen
yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio.

La cantidad equivalente del agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio es
preferentemente de 10 a 100 equivalentes, mas preferentemente de 20 a 40 equivalentes, con respecto a la
primera molécula de oligo-ARN monocatenario. La cantidad equivalente del compuesto aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo) es preferentemente
de 10 a 100 equivalentes, mas preferentemente de 20 a 40 equivalentes, con respecto a la primera molécula
de oligo-ARN monocatenario.

Cuatro sustituyentes en dos atomos de nitrégeno del agente de deshidratacion-condensacion a base de
formamidinio no estan particularmente limitados y estos sustituyentes pueden formar un anillo junto con los
atomos de nitrégeno, siempre que los sustituyentes no inhiban la reaccién de amidacion. Los ejemplos del
agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio incluyen cloro-N,N,N',N'-
tetrametilformamidinio, 2-cloro-1,3-dimetilimidazolinio, cloro-N,N,N',N'-bis(tetrametileno) formamidinio, cloro-
N,N,N',N'-bis(pentametileno)formamidinio, 2-cloro-1,3-dimetil-4,5-dihidropirimidinio, fluoro-N,N,N',N'-
tetrametilformamidinio, 2-fluoro-1,3-dimetilimidazolinio, fluoro-N,N,N',N'-bis(tetrametileno)formamidinio y sus
derivados. Los ejemplos de derivados incluyen sales tales como cloruro, bromuro, yoduro, perclorato,
trifluorometanosulfonato, tetrafluoroborato y hexafluorofosfato. El agente de deshidratacion-condensacion a
base de formamidinio puede ser una sal de cloro-N,N,N',N'-tetrametilformamidinio.

Los ejemplos preferentes del agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio incluyen
hexafluorofosfato de cloro-N,N,N',N'-tetrametilformamidinio (en adelante, TCFH).

El derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo significa un compuesto que tiene un sustituyente
hidrocarbonado en un atomo de nitrogeno de la estructura de imidazol. La estructura de imidazol puede tener
un sustituyente en la posicion 2, 4 o 5 del anillo de imidazol. El sustituyente hidrocarbonado y el sustituyente
en la posicion 2, 4 6 5 del anillo de imidazol no estan particularmente limitados siempre que los sustituyentes
no inhiban la reaccién de amidacion. Los ejemplos del derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo
incluyen derivados de N-alquilimidazol y derivados de N-arilimidazol.

El derivado de N-alquilimidazol no esta particularmente limitado y puede tener un sustituyente en su anillo de
imidazol, siempre que el derivado no inhiba la reaccion de amidacion. Los ejemplos del derivado de N-
alquilimidazol incluyen N-metilimidazol (en adelante, NMI) y 1,2-dimetilimidazol.

El derivado de N-arilimidazol no esta particularmente limitado y puede tener un sustituyente en su anillo de
imidazol, siempre que el derivado no inhiba la reaccion de amidacion. Los ejemplos del derivado de N-
arilimidazol incluyen N-fenilimidazol y 1-fenil-2-metilimidazol.

La cantidad equivalente del agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio es
preferentemente de 10 a 100 equivalentes, mas preferentemente de 20 a 40 equivalentes, con respecto a la
primera molécula de oligo-ARN monocatenario. La cantidad equivalente del compuesto aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo) o el derivado de
imidazol sustituido con N-hidrocarburo es preferentemente de 10 a 100 equivalentes, mas preferentemente
de 20 a 40 equivalentes, con respecto a la primera molécula de oligo-ARN monocatenario.

El agente de deshidratacion-condensacion y el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, el

éster del acido ciano(hidroxiimino)acético y el derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo pueden
adoptar productos comercialmente disponibles o pueden sintetizarse mediante métodos conocidos 0 métodos
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equivalentes a los mismos.

En una realizacion, a la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y a la segunda molécula de oligo-ARN
monocatenario, el agente de deshidratacion-condensacion, especificamente, el agente de deshidratacion-
condensacion a base de triazina, el agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio que comprende
una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ej, un agente de deshidratacion-
condensacion a base de benzotriazoliluronio), un agente de deshidratacién-condensacion a base de
carbodiimida, un agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio o un agente de
deshidratacién-condensacion a base de 2-halopiridinio 0 un agente de deshidratacion-condensacion a base
de formamidinio, puede afiadirse como un sélido o puede disolverse o suspenderse en una solucién como
agua, una solucion tampon, un disolvente organico hidréfilo o una mezcla de disolventes de los mismos, o
similares, y afadirse a continuacion. En el caso de usar el agente de deshidratacion-condensacion a base de
carbodiimida en combinacion con el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo,
hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo) o el éster del acido ciano(hidroxiimino)acético, cualquiera de los
agentes de deshidratacion a base de carbodiimida Se puede afadir primero el agente de condensacion o el
compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del
mismo) o el éster del acido ciano(hidroxiimino)acético, o se pueden afiadir ambos al mismo tiempo. En el
caso de utilizar el agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio en combinacién con el
compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno, se puede utilizar cualquiera de los agentes de
deshidratacién-condensacion a base de 2-halopiridinio o el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-
nitrégeno puede agregarse primero, o se pueden agregar ambos al mismo tiempo. En el caso de utilizar el
agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio en combinacion con el compuesto aromatico
que contiene N-hidroxi-nitrogeno o el derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo, ya sea el agente de
deshidratacién-condensacion a base de formamidinio o el agente de deshidratacién-condensacion a base de
N-hidroxi-nitrégeno. Se puede afiadir primero el compuesto aromatico que contiene o el derivado de imidazol
sustituido con N-hidrocarburo, o se pueden afadir ambos al mismo tiempo.

Alternativamente, la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN
monocatenario se pueden afiadir al agente de deshidratacion-condensacion, especificamente, el agente de
deshidratacién-condensacion a base de triazina, el agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio
que comprende un N -estructura de anillo aromatico que contiene nitrogeno hidroxi (por ejemplo, un agente
de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio), el agente de deshidratacion-condensacion a
base de carbodiimida, el agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio o el agente de
deshidratacién-condensacion a base de formamidinio. A este respecto, se puede afadir primero cualquiera
de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario o la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario, o
se pueden afiadir ambas al mismo tiempo. La primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda
molécula de oligo-ARN monocatenario se pueden afadir como un sélido o se pueden disolver 0 suspender en
agua, una solucion tampon, un disolvente organico hidréfilo o una mezcla de disolventes de los mismos, o
similares, y afadirse a continuacion. Normalmente, se prefiere afiadir el agente de deshidratacion-
condensacion a una solucion de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de
oligo-ARN monocatenario. En el caso de utilizar el agente de deshidratacion-condensacion a base de
carbodiimida en combinaciéon con el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno o el éster del
acido ciano(hidroxiimino)aceético, la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de
oligo-ARN monocatenario Se puede anadir una molécula de ARN al agente de deshidratacion-condensacion
a base de carbodiimida y al compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno o al éster del acido
ciano(hidroxiimino)acético. A este respecto, se puede afiadir primero cualquiera de la primera molécula de
oligo-ARN monocatenario o la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario, o se pueden afiadir ambas al
mismo tiempo. La primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN
monocatenario se pueden afiadir como un sélido o se pueden disolver 0 suspender en agua, una solucion
tampon, un disolvente organico hidréfilo o una mezcla de disolventes de los mismos, o similares, y afadirse a
continuacion. Normalmente, se prefiere afiadir el agente de deshidratacién-condensacion a una solucion de la
primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario. En el
caso de utilizar el agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio en combinacién con el
compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la
segunda molécula de oligo-ARN monocatenario se pueden afiadir a el agente de deshidratacion-
condensacion a base de 2-halopiridinio y el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno. A este
respecto, se puede afiadir primero cualquiera de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario o la
segunda molécula de oligo-ARN monocatenario, o se pueden afiadir ambas al mismo tiempo. La primera
molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario se pueden afadir
como un solido o se pueden disolver o suspender en agua, una solucién tampoén, un disolvente organico
hidréfilo 0 una mezcla de disolventes de los mismos, o similares, y afiadirse a continuacion. Normalmente, se
prefiere afadir el agente de deshidratacion-condensacion a una solucion de la primera molécula de oligo-
ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario. En el caso de utilizar el agente de
deshidratacién-condensacion a base de formamidinio en combinacion con el compuesto aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrogeno o el derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo, la primera molécula de
oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario Se puede afiadir una molécula
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de ARN al agente de deshidratacién-condensacion a base de formamidinio y al compuesto aromatico que
contiene N-hidroxi-nitrégeno o al derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo. A este respecto, se
puede afiadir primero cualquiera de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario o la segunda molécula
de oligo-ARN monocatenario, o se pueden afiadir ambas al mismo tiempo. La primera molécula de oligo-ARN
monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario se pueden afadir como un soélido o se
pueden disolver o suspender en agua, una solucion tampoén, un disolvente organico hidréfilo o una mezcla de
disolventes de los mismos, o similares, y afiadirse a continuacion. Normalmente, se prefiere afiadir el agente
de deshidratacion-condensacion a una solucion de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la
segunda molécula de oligo-ARN monocatenario.

En la presente invencion, el agente de deshidratacion-condensacion es preferentemente sal de 4-(4,6-
dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il}-4-metilmorfolinio, sal de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio, N-(3'-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida o una sal de la misma, sal de 2-cloro-1-metilpiridinio o sal de cloro-
N,N,N',N'-tetrametilformamidinio, mas preferentemente cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinio, hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il}-N,N,N',N'-tetrametiluronio, clorhidrato de N-(3'-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio o hexafluorofosfato de cloro-
N,N,N',N'-tetrametilformamidinio.

El compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno para uso con el agente de deshidratacion-
condensacion a base de carbodiimida, el agente de deshidratacion-condensacion a base de 2-halopiridinio o
el agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio como agente de deshidratacion-
condensacion es preferentemente hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo, mas preferentemente
hidroxiazabenzotriazol o un derivado del mismo, mas preferentemente 1-hidroxi-7-azabenzotriazol.

El éster de acido ciano(hidroxiimino)acético para uso con el agente de deshidratacion-condensacion a base
de carbodiimida como agente de deshidratacion-condensacion es preferentemente un éster alquilico del
acido ciano(hidroxiimino)acético, mas preferentemente ciano(hidroxiimino)acetato de etilo.

El derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo para uso con el agente de deshidratacion-condensacion
a base de formamidinio como agente de deshidratacién-condensacion es preferentemente un derivado de N-
alquilimidazol, mas preferentemente N-metilimidazol.

En la presente invencion, el agente de deshidratacion-condensacion puede comprender al menos el agente
de deshidratacion-condensacion a base de triazina, comprendiendo el agente de deshidratacion-
condensacion a base de uronio una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por
gjemplo, un agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio), se pueden mezclar el
agente de deshidratacion-condensacion a base de carbodiimida, el agente de deshidratacién-condensacion a
base de 2-halopiridinio o el agente de deshidratacion-condensacion a base de formamidinio, o dos 0 mas
tipos de los mismos. En la presente invencién, en el caso de afiadir el agente de deshidratacion-
condensacion o el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o
un derivado del mismo), el éster del acido ciano(hidroxiimino)acético o el compuesto derivado de imidazol
sustituido con N-hidrocarburo disuelto o suspendido en una solucién tal como agua, una solucién tampon o
un disolvente organico hidréfilo, la solucion que contiene el agente de deshidratacion-condensacion, el
compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del
mismo), el ciano El éster del acido (hidroxiimino)acético o el derivado de imidazol sustituido con N-
hidrocarburo constituye parcialmente el disolvente de la reaccion (disolvente mixto).

Una realizacion preferente del agente de deshidratacién-condensacion, una realizacion preferente del
compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, hidroxibenzotriazol o un derivado del
mismo), el éster del acido ciano(hidroxiimino)acético o el derivado de imidazol sustituido con N-hidrocarburo,
y opcionalmente se puede combinar una realizacion preferente del disolvente organico hidréfilo. Ejemplos de
dicha combinacion incluyen una combinacion de DMT-MM y DMSO, una combinacion de HATU y DMSO, una
combinacion de HATU y DMF, una combinacion de clorhidrato de EDCI, HOAt y DMSO, una combinacion de
clorhidrato de EDCI, etilciano(hidroxiimino) acetato y DMSO, una combinacién de yoduro de 2-cloro-1-
metilpiridinio, HOAt y DMSO, una combinacion de hexafluorofosfato de cloro-N,N,N',N'-tetrametilformamidinio,
HOAt y DMSO, y una combinacién de cloro-N, hexafluorofosfato de N,N',N'-tetrametilformamidinio, N-
metilimidazol y DMSO. En una realizacion particularmente preferente, los ejemplos de la combinacion
incluyen una combinacion de HATU y DMSO, una combinacion de HATU y DMF, una combinacion de
clorhidrato de EDCI, HOAt y DMSO, y una combinaciéon de hexafluorofosfato de cloro-N,N,N',N'-
tetrametilformamidinio, HOAt y DMSO.

El pH del disolvente de reaccion (disolvente mixto) se puede ajustar apropiadamente y es preferentemente de
6,5 a 7,5, mas preferentemente de 6,9 a 7,5, por gjemplo, de 6,5a 7,0, de6,9a7,10de7,0a7,5.

El tiempo para la reaccion (reaccion de amidacion) de la primera molécula de oligo-ARN monocatenario con
la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario se puede establecer apropiadamente y puede ser
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tipicamente de 1 hora o0 mas, por ejemplo, de 1 a 48 horas o de 1 a 24 horas.

En una realizacion, la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la segunda molécula de oligo-ARN
monocatenario se pueden mezclar en cantidades molares iguales. En la presente invencion, la frase
"mezcladas en igual cantidad molar" significa que la primera molécula de oligo-ARN monocatenario y la
segunda molécula de oligo-ARN monocatenario se mezclan en una relacion molar de 1:1,1 a 1,1:1. La
molécula de ARN monocatenario en horquilla que contiene una secuencia inhibidora de la expresion génica
segun la presente invencion formada en la solucién de reaccion de amidacion (disolvente de reaccion) se
puede purificar mediante un método conocido por los expertos en la técnica. Los ejemplos de la técnica de
purificacion incluyen, entre otros, cromatografia tal como cromatografia de fase inversa, cromatografia liquida
de alta resolucion de fase inversa (RP-HPLC, por sus siglas en inglés), cromatografia liquida de ultra alta
resolucion (UHPLC, por sus siglas en inglés) y cromatografia de intercambio iénico, filtracién en gel,
purificacion en columna, electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés) y cualquier
combinacion de los mismos.

En el procedimiento descrito en la Literatura de Patente 2, se pueden generar impurezas de acido nucleico
tales como impurezas de &cido nucleico de cadena corta y productos truncados debido a la terminacion
temprana de una reaccién de elongacion durante la etapa de una cadena muy corta, provocando de este
modo una disminucion en la pureza de un producto de interés en la solucion de reaccion. Por el contrario, el
método de la presente invencion tiene la ventaja desde el punto de vista de poder disminuir las impurezas de
los acidos nucleicos. En una realizacion preferente, el método de la presente invencién puede producir una
molécula de ARN monocatenario altamente estable capaz de inhibir la expresion génica mediante el uso de
amiditas de ARN de uso general al tiempo que disminuye la generacion de impurezas de acidos nucleicos.

La molécula de ARN monocatenario en horquilla producida mediante el método de la presente invencién se
puede usar y administrar in vivo o intracelularmente para inhibir la expresion de un gen diana mediante
métodos convencionales.

Las realizaciones preferentes de la presente invencion descritas anteriormente, por ejemplo, la primera
molécula de oligo-ARN monocatenario, la segunda molécula de oligo-ARN monocatenario, la solucién
tampon, el disolvente organico, el agente de deshidratacion-condensacion, el pH, la relacion del disolvente
organico, el tiempo de reaccion, la cantidad de uso y otras condiciones de reaccion, etc, se pueden combinar
opcionalmente.

La presente invencion da a conocer una molécula de oligo-ARN monocatenario que se puede usar como una
segunda molécula de oligo-ARN monocatenario para producir una molécula de ARN monocatenario en
horquilla segun el método de la presente invencion.

En una realizacion, los ejemplos de la molécula de oligo-ARN monocatenario que se usa para la produccion
de una molécula de ARN monocatenario en horquilla capaz de inhibir la expresion del gen TGF-B1 o del gen
GAPDH que sirve como gen diana incluyen, pero no son limitado a lo siguiente (a) y (b): (a) una molécula de
oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucledtidos indicada en la SEQ ID NO: 3 en la que
un residuo de ribonucledtido en la posicion 1 esta unido a Lx?, y los residuos de ribonucledtidos en las
posiciones 26 y 27 estan unidos a través de Ly; (b) una molécula de oligo-ARN monocatenario que
comprende la secuencia de nucledtidos indicada en la SEQ ID NO: 6 en la que un residuo de ribonucledtido
en la posicion 1 esta unido a Lx?, y los residuos de ribonucleétidos en las posiciones 26 y 27 estan unidos a
través de Ly.

La presente invencion se refiere ademas a un kit para producir una molécula de ARN monocatenario en
horquilla para inhibir la expresion de un gen diana, que comprende una combinacién (par) de moléculas de
oligo-ARN monocatenario segun la presente invencion. Un kit de este tipo puede usarse adecuadamente para
llevar a cabo el método para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla capaz de inhibir la
expresion de un gen diana segun la presente invencion.

En una realizacion, los ejemplos del kit incluyen, entre otros, un kit para producir una molécula de ARN
monocatenario en horquilla para inhibir la expresion del gen TGF-p1 o gen GAPDH, que comprende una
combinacion de moléculas de oligo-ARN monocatenario que es el siguiente (1) o (2):

(1) una combinacion de una primera molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de
nucleotldos indicada en la SEQ ID NO: 2 en la que un residuo de ribonucleétido en la posicion 24 esta unido a
Lx', y una segunda molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucleotldos
|nd|cada en la SEQ ID NO: 3 en la que un residuo de ribonucledtido en la posicién 1 esta unido a Lx, y los
residuos de ribonucleétido en las posiciones 26 y 27 estan unidos a través de Ly;

(2) una combinacion de una primera molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de
nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 5 en la que un residuo de ribonucleétido en la posicién 22 esta unido a
Lx', y una segunda molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucleotldos
|nd|cada en la SEQ ID NO: 6 en la que un residuo de ribonucledtido en la posicién 1 esta unido a Lx, y los
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residuos de ribonucle6tido en las posiciones 26 y 27 estan unidos a través de Ly.

Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencion se describirda mas especificamente con referencia a los Ejemplos.
Sin embargo, a este respecto, el alcance técnico de la presente invencion no esta limitado por estos
Ejemplos.

(Ejemplo de referencia 1)

Sintesis de prolina diamido amidita.

Se puede sintetizar una prolina diamido amidita de acuerdo con las descripciones, por ejemplo, de la
publicacion internacional WO 2012/017919. A continuacion se ilustraran ejemplos de sintesis especificos,

pero el esquema de sintesis no se limita a ellos.

HO DMTr -0

J i i
HO™ N SN
N H D H Ht@

Fraog” Fmoc”
Fmoc-L-proling Compuesto 1 Compuesto 2
DMTr ~O\ DMTr ~~O\§
L
i L ug
1 { 4
A et ")\ PN
e Ny N NS

SRS ‘ H
- N SR
HO”\/\A(N -/ N o N N/
Compuesto 3 © Compuesto 4
(1) Fmoc-hidroxiamido-L-prolina (compuesto 1)

Se mezclaron Fmoc-L-prolina (10,00 g, 29,64 mmol), 4-amino-1-butanol (3,18 g, 35,56 mmol) y 1-
hidroxibenzotriazol (10,90 g, 70,72 mmol). La mezcla se desgasificd a presion reducida y se cargd con gas
argon. A la mezcla obtenida, se afiadié acetonitrilo anhidro (140 ml) a temperatura ambiente y, ademas, se
afiadid una solucion de diciclohexilcarbodiimida (7,34 g, 35,56 mmol) en acetonitrilo anhidro (70 ml). A
continuacion, la mezcla se agit6é bajo una atmésfera de argén a temperatura ambiente durante 15 horas. Una
vez finalizada la reaccion, el precipitado resultante se separ6 por filtracion. Respecto al filtrado recogido, el
disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. Se afiadié diclorometano (200 ml) al residuo
obtenido, que a continuacion se lavé con agua saturada de bicarbonato de sodio (200 ml). A continuacion, se
recogioé la capa organica, se seco sobre sulfato de magnesio y a continuacién se filtr6. Respecto al filtrado
recogido, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. Al residuo se le afiadié éter dietilico (200
ml), que después se pulverizdé. El polvo resultante se separé mediante filtracién para producir Fmoc-
hidroxiamido-L-prolina como una sustancia en polvo incolora. Fmoc se refiere a un grupo 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo.

(2) DMTr-amido-L-prolina (compuesto 2)

Se mezclaron Fmoc-hidroxiamido-L-prolina (7,80 g, 19,09 mmol) y piridina anhidra (5 ml), y se secaron
azeotropicamente dos veces a temperatura ambiente. Al residuo obtenido se le afiadieron cloruro de 4,4'-
dimetoxitritilo (8,20 g, 24,20 mmol), 4-dimetilaminopiridina (23 mg, 0,19 mmol) y piridina anhidra (39 ml). Esta
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacion, se afiadid metanol (7,8 ml) y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. Esta mezcla se diluyé con diclorometano (100
ml) y se lavé con agua saturada de bicarbonato de sodio (150 ml), seguido de la separacion de una capa
organica. Esta capa organica se sec6 sobre sulfato de sodio y a continuacion se filir6. Respecto al filtrado
obtenido, el disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida. Al residuo no purificado obtenido, se le
afadieron N,N-dimetilformamida anhidra (39 ml) y piperidina (18,7 ml, 189 mmol) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. Una vez finalizada |a reaccion, el disolvente se separ6 por destilacién
del liguido mezclado a presion reducida a temperatura ambiente. El residuo obtenido se sometié a
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cromatografia en columna de gel de silice (nombre comercial: Wakogel C-300, eluyente,
diclorometano:metanol = 9:1, que contiene 0,05 % de piridina) para obtener DMTr-amido-L-prolina como una
sustancia oleosa de color amarillo palido. DMTr se refiere a un grupo 4,4'-dimetoxitritilo.

(3) DMTr-hidroxidiamido-L-prolina (compuesto 3)

Los obtenidos anteriormente DMTr-amido-L-prolina (6,01 g, 12,28 mmol), N-(3'-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (2,83 g, 14,74 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (3,98 g, 29,47 mmol) y trietilamina (4,47 g, 44,21
mmol) se mezclaron en una soluciéon de diclorometano anhidro (120 ml). Ademas, se afiadid acido 6-
hidroxihexanoico (1,95 g, 14,47 mmol) al liquido mixto en una atmésfera de argon a temperatura ambiente y
después la mezcla se agité en una atmoésfera de argén a temperatura ambiente durante 1 hora. El liquido
mixto obtenido se diluy6 con diclorometano (600 ml) y se lavé con solucién salina saturada (800 ml) tres
veces. La capa organica se recogio, se sec6 sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtr6. Respecto al
filtrado obtenido, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. Esto produjo DMTr-
hidroxidiamido-L-prolina como una sustancia espumosa de color amarillo palido.

(4) DMTr-diamido-L-prolina amidita (compuesto 4)

La DMTr-hidroxidiamido-L-prolina obtenida (8,55 g, 14,18 mmol) y el acetonitrilo anhidro se mezclaron y se
secaron azeotropicamente tres veces a temperatura ambiente. Al residuo obtenido se le afiadio tetrazolida de
diisopropilamonio (2,91 g, 17,02 mmol), y la mezcla se desgasifico a presion reducida y se cargd con gas
argon. A la mezcla se le afadié acetonitrilo anhidro (10 ml) y, ademas, se le afiadié una solucién de 2-
cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidita (5,13 g, 17,02 mmol) en acetonitrilo anhidro (7 ml). Esta
mezcla se agit6 bajo una atmosfera de argon a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla obtenida se
diluyé con diclorometano, se lavé con agua saturada de bicarbonato de sodio (200 ml) tres veces y a
continuacion se lavé con solucion salina saturada (200 ml). La capa organica se recogié, se sec6 sobre
sulfato de sodio y a continuaciéon se filir6. Respecto al filtrado obtenido, el disolvente se eliminé por
destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a cromatografia en columna usando gel de
silice amino como carga (eluyente, hexano:acetato de etilo = 1:3, que contiene 0,05 % de piridina) para
obtener amidita de DMTr-diamido-L-prolina como una sustancia incolora similar a un jarabe.

(Ejemplo 1)

1. Sintesis de amidita de éster de prolina (protegida con cianoetilo)

g, A L
RN s D J— e
s : L SN
BOC/N ~ BOC/N\/ o N N ‘m,
Boc-L-prolina Compuesto 5 Compuesto 6 ©

NC.

i . O
| !
/A‘N,J\ o
NG P ;\I;/ >
\V/"'\Ox \O/’ \\/‘A\,/\\n,/ e
Compuesto 7
(1) Ester boc-L-prolina-cianoetilico (compuesto 5)

Se mezclaron Boc-L-prolina (10,00 g, 46,46 mmol) y 2-cianoetanol (3,96 g, 55,75 mmol). A la mezcla se le
afadio diclorometano (100 ml) a temperatura ambiente y la mezcla resultante se enfrié en un bafio de hielo.
Después de la adicién de clorhidrato de N-(3'-dimetilaminopropil)}-N'-etilcarbodiimida (9,80 g, 51,10 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (1,12 g, 9,29 mmol), se retird el bafio de hielo y la mezcla se agité en una atmdsfera de
argon a temperatura ambiente durante 3 horas. El liquido mixto obtenido se lav6 con agua destilada (100 ml).
La capa organica se recogio, se seco sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtré. Respecto al filtrado
obtenido, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia en columna de gel de silice (eluyente, cloroformo:metanol = 19:1) para obtener éster Boc-L-
prolina-cianoetilico (12,47 g, rendimiento: 100%) como una sustancia oleosa. Boc se refiere a un grupo
butoxicarbonilo.
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(2) Ester de N-amido-L-prolina-cianoetilico (compuesto 6)

Se mezclaron éster de Boc-L-prolina-cianoetilico (12,47 g, 46,46 mmol) y dioxano (29 ml). A la mezcla
obtenida se le afadié una solucion 4 M de cloruro de hidrogeno en dioxano (44 ml) y esta mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 2 horas. A continuacion, el disolvente se destilé a presion reducida. Al residuo
no purificado obtenido se le afiadidé diclorometano (90 ml). A esta mezcla se le afadieron acido 6-
hidroxihexanoico (8,09 g, 61,20 mmol) y trietilamina (9,40 g, 92,91 mmol) y la mezcla resultante se enfrid en
un bafio de hielo. Después de la adicion de clorhidrato de EDCI (9,80 g, 51,10 mmol), se eliminé el bafio de
hielo y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. El liquido mixto obtenido se lavé con agua
destilada (100 ml). La capa organica se recogio, se sec6 sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtro.
Respecto al filtrado obtenido, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El residuo obtenido
se sometié a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente, cloroformo:metanol = 9:1) para obtener
éster de N-amido-L-prolina-cianoetilico (10,16 g, rendimiento: 77%) como una sustancia oleosa.

(3) Amidita de cianoetil-L-prolina (compuesto 7)

Se mezclaron el éster de N-amido-L-prolina-cianoetilico obtenido (5,00 g, 17,71 mmol) y acetonitrilo anhidro
(40 ml). La mezcla se desgasifico a presion reducida y se cargd con gas argén. A la mezcla se le afiadieron
tetrazol (1,49 g, 21,25 mmol) y diisopropilamina (2,15 g, 21,25 mmol) y, ademas, se afadié una solucion de 2-
cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidita (6,41 g, 21,25 mmol) en acetonitrilo anhidro (10 ml). Esta
mezcla se agit6 bajo una atmosfera de argon a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla obtenida se
diluyé con diclorometano (100 ml) y se lavd con una solucién acuosa de bicarbonato de sodio al 5 % (100 ml).
La capa organica se recogio, se seco sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtré. Respecto al filtrado
obtenido, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia en columna usando gel de silice amino como carga (eluyente, hexano:acetato de etilo = 1:4)
para obtener amidita de cianoetil-L-prolina (7,03 g, rendimiento: 82%) como una sustancia oleosa.

2. Sintesis de amidita de éster de prolina (protegida con 2,4-dimetoxibencilo)
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(1) Ester de Fmoc-L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilico (compuesto 8)

Se mezclaron Fmoc-L-prolina (12,04 g, 35,67 mmol) y alcohol 2,4-dimetoxibencilico (5,00 g, 29,73 mmol). A
la mezcla se le afiadio diclorometano (100 ml) a temperatura ambiente. A esto se afiadieron clorhidrato de
EDCI (6,84 g, 35,67 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (0,36 g, 2,97 mmol) y a continuacion la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas. El liquido mixto obtenido se lavé con agua destilada (100 ml). La capa
organica se recogio, se seco sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtrdé. Respecto al filtrado obtenido, el
disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a cromatografia en
columna de gel de silice (eluyente, hexano:acetato de etilo = 3:2) para obtener éster de Fmoc-L-prolina-(2,4-
dimetoxi)bencilico (13,24 g, rendimiento: 91%). Fmoc se refiere a un grupo fluorenilmetiloxicarbonilo.
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(2) Ester de L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilo (compuesto 9)

Se mezclaron éster de Fmoc-L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilico (13,24 g, 27,16 mmol) y diclorometano
(130 ml). A la mezcla obtenida se le afiadi6 diazabicicloundeceno (4,96 g, 32,59 mmol) y esta mezcla se agité
a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacion, el disolvente se destilé a presion reducida. El residuo
obtenido se sometié a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente, cloroformo:metanol = 9:1) para
obtener éster de L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilico (6,39 g, rendimiento: 89%) como una sustancia oleosa.

(3) Ester de N-amido-L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilo (compuesto 10)

Se mezclaron éster de L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilico (6,39 g, 24,09 mmol) y diclorometano (120 ml). A esta
mezcla se le afiadieron &cido 6-hidroxihexanoico (3,82 g, 28,90 mmol) y trietilamina (4,87 g, 48,17 mmol). A
esto se le afiadié hidrocloruro de EDCI (5,54 g, 28,90 mmol) y a continuaciéon la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 16 horas. El liquido mixto obtenido se lavo con agua destilada (100 ml). La
capa organica se recogio, se sec6 sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtré. Respecto al filtrado
obtenido, el disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a
cromatografia en columna de gel de silice (eluyente, acetato de etilo:metanol = 9:1) para obtener éster de N-
amido-L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilico (5,22 g, rendimiento: 57 %). como una sustancia aceitosa.

(4) Amidita de (2,4-dimetoxi)bencil-L-prolina (compuesto 11)

Se mezclaron éster de N-amido-L-prolina-(2,4-dimetoxi)bencilico (2,00 g, 5,27 mmol) y acetonitrilo anhidro
(27 ml). La mezcla se desgasificd a presion reducida y se cargd con gas argon. A la mezcla se le ahadieron
tetrazol (0,44 g, 6,32 mmol) y diisopropilamina (0,64 g, 6,32 mmol) y, ademas, se afiadi6 2-cianoetoxi-
N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidita (1,91 g, 6,32 mmol). Esta mezcla se agité bajo una atmésfera de
argbn a temperatura ambiente durante 23 horas. La mezcla obtenida se diluy6 con cloroformo (60 ml) y se
lav6 con una solucién acuosa de bicarbonato de sodio al 5 % (60 ml). La capa organica se recogio, se seco
sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtr6. Respecto al filtrado obtenido, el disolvente se eliminé por
destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a cromatografia en columna usando gel de
silice amino como carga (eluyente, hexano:acetato de etilo = 1:4) para obtener amidita de (2,4-
dimetoxi)bencil-L-prolina (2,27 g, rendimiento: 74%). } como una sustancia aceitosa.

(Ejemplo de referencia 2)
Sintesis de glicina diamido amidita.
La glicina diamido amidita se puede sintetizar de acuerdo con las descripciones de, por ejemplo, el

documento WO 2013/103146. A continuacion se ilustraran ejemplos de sintesis especificos, pero el esquema
de sintesis no se limita a ellos.
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(1) Fmoc-hidroxiamido-glicina (compuesto 12)

A una solucion de Fmoc-glicina (4,00 g, 13,45 mmol), diciclohexilcarbodiimida (3,33 g, 16,15 mmol) y
monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (4,94 g, 32,29 mmol) en N,N-dimetilformamida anhidra (100 ml), se
afadié una solucion de Se afiadid 4-aminobutanol (1,44 g, 16,15 mmol) en N,N-dimetilfformamida anhidra
(B30 ml) y la mezcla se agitdé durante la noche en una atmoésfera de argén a temperatura ambiente. El
precipitado resultante se separ6 por filtracion y el filirado se concentré a presion reducida. Se afadié
diclorometano (200 ml) al residuo obtenido, que a continuacion se lavé con agua saturada de bicarbonato de
sodio tres veces y se lavd adicionalmente con solucion salina saturada. Después de secar sobre sulfato de
sodio, el disolvente se destil6 bajo presion reducida. El residuo obtenido se sometié a cromatografia en
columna de gel de silice (eluyente, diclorometano-metanol (95:5)) para obtener Fmoc-hidroxiamido-glicina
(4,30 g, 87%).

(2) Fmoc-DMTr-amido-glicina (compuesto 13)

Se sec6 azeotropicamente el compuesto 12 (4,20 g, 11,40 mmol) usando piridina anhidra tres veces. Al
residuo azeotrépico se le afadieron cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo (5,80 g, 17,10 mmol) y piridina anhidra (80
ml} y la mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. A la mezcla de reaccion obtenida se le
afadié metanol (20 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion, el
disolvente se destild a presion reducida. A continuacion, se afiadié diclorometano (200 ml) al residuo, que a
continuacion se lavé con agua saturada de bicarbonato de sodio tres veces y se lavo adicionalmente con
solucion salina saturada. Después de secar sobre sulfato de sodio, el disolvente se destild6 bajo presion
reducida. Se obtuvo Fmoc-DMTr-amidoglicina sin purificar (11,40 g).

(3) DMTr-amido-glicina (compuesto 14)

Al compuesto no purificado 13 (11,40 g, 16,99 mmol), se afiadieron N,N-dimetilformamida (45 ml) y piperidina
(11,7 ml) a temperatura ambiente y la mezcla se agitd durante la noche a temperatura ambiente. El disolvente
se separd por destilacion de la mezcla de reaccion a presion reducida. El residuo obtenido se sometio a
cromatografia en columna de gel de silice (eluyente, diclorometano-metanol (9:1) + 0,05 % de piridina) para
obtener DMTr-amido-glicina (4,90 g, 96 %, 2 etapas).

(4) DMTr-hidroxidiamidoglicina (compuesto 15)

Se seco azeotropicamente el compuesto 14 (4,80 g, 10,70 mmol) con piridina anhidra tres veces. A
continuacién, &cido  6-hidroxihexanoico (1,70 g, 12,84 mmol), clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (2,46 g, 12,84 mmol), monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (3,93 g, 25,69
mmol) y anhidro Se le afiadi¢ diclorometano (60 ml) bajo una atmoésfera de argén a temperatura ambiente y la
mezcla se agitd durante 10 minutos. A la mezcla asi obtenida se le afiadi6 trietilamina (3,90 g, 38,53 mmol) y
la mezcla resultante se agité durante la noche bajo una atmoésfera de argén a temperatura ambiente. Se
afadié diclorometano (200 ml) a la mezcla de reaccion obtenida, que a continuacion se lavé con agua
saturada de bicarbonato de sodio tres veces y ademas con solucién salina saturada una vez. La capa
organica se separ6 y se secO sobre sulfato de sodio. A continuacion, el disolvente se destild a presion
reducida. El residuo obtenido se sometidé a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente,
diclorometano-metanol (95:5) + piridina al 0,05%) para obtener DMTr-hidroxidiamidoglicina (4,80 g, 80%).

(5) DMTr-diamido-glicina amidita (compuesto 16)

Se secd azeotrépicamente el compuesto 15 (4,70 g, 8,35 mmol) con piridina anhidra tres veces. A
continuacion, se le afiadi6 tetrazolida de diisopropilamonio (1,72 g, 10,02 mmol), y la mezcla se desgasifico a
presion reducida y se cargd con gas argon. A esto se le afiadio acetonitrilo anhidro (5 ml). Ademas, se le
afiadid una solucion de 2-cianoetoxi-N,N,N',N'-tetraisopropilfosforodiamidita (3,02 g, 10,02 mmol) en un
disolvente mixto de acetonitrilo anhidro y diclorometano (1:1) (4 ml), y la mezcla se agit6é bajo una atmosfera
de argbn a temperatura ambiente durante 4 horas. Se afiadi¢ diclorometano (150 ml) a la mezcla de reaccion
obtenida, que a continuacién se lavo con agua saturada de bicarbonato de sodio dos veces y ademas con
solucién salina saturada una vez. La capa organica se separd y se secOd sobre sulfato de sodio. A
continuacion, el disolvente se destild a presion reducida. El residuo se sometié a cromatografia en columna
usando aminosilice (eluyente, n-hexano-acetona (3:2) + 0,1 % de trietilamina) para obtener DMTr-diamido-
glicina amidita (4,50 g, 71 %, HPLC 98,2 %).
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(Ejemplo 2)

Sintesis de amidita de éster de glicina (protegida con cianoetilo)

18— 0 1
AT .~ CN T 7 HNL CN
Boc” ™~ “OH Soc N\/U\o/\/ NG
Boc-glicina Compuesto 17 Compuesto 18
i P!
HooT Oy N CN
o} N\/\O/\VCN I 0
Compuesto 21 ]\ ~CN
P e— P — /g

Jo4p

- o p‘N
OH /\
Compuesto 19 i
Compuesto 20
O O
HO\/\\/\/U\OH e DMT”O\/’\V/\/MOH
8- acido 6-hidroxihexanoica Compuesto 21

(1) Ester de boc-glicina-cianoetilico (compuesto 17)

Se mezclaron boc-glicina (5,00 g, 28,54 mmol) y 2-cianoetanol (2,40 g, 33,76 mmol). A la mezcla se le afiadio
diclorometano (50 ml} a temperatura ambiente y la mezcla resultante se enfrié en un bafio de hielo. Después
de la adicién de clorhidrato de N-(3'-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (6,00 g, 31,30 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (0,70 g, 5,73 mmol), se elimind el bafio de hielo y la mezcla se agité bajo una
atmosfera de argon a temperatura ambiente durante 3 horas. El liquido mixto obtenido se lavd con agua
destilada y solucidon salina saturada. La capa organica se recogio, se secO sobre sulfato de sodio y a
continuacion se filtr6. Respecto al filtrado obtenido, el disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida.
El residuo obtenido se sometié a cromatografia en columna de gel de silice (eluyente, hexano:acetato de etilo
= 3:2) para obtener éster de Boc-glicina-cianoetilico (5,70 g, rendimiento: 88%,).

(2) Ester de glicina-cianoetilo (compuesto 18)

Se mezclaron éster de boc-glicina-cianoetilico (2,80 g, 12,27 mmol) y dioxano (7,5 ml). A la mezcla obtenida
se le afiadié una solucion 4 M de cloruro de hidrégeno en dioxano (20 ml) y esta mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas. A continuacion, el disolvente se destilo a presion reducida. El sélido
blanco obtenido se lavé con acetato de etilo. El sélido se secé al vacio para obtener éster de cianoetilo de
glicina (1,90 g).

(3) Acido 6-(4,4'-Dimetoxitritil)hexanoico (compuesto 21)

A una solucion secada azeotropicamente de acido 6-hidroxihexanoico (1,2 g, 9,08 mmol) y DMAP (113 mg,
0,92 mmol) en piridina (30 ml), se afiadié cloruro de 4,4-dimetoxitritilo (3,1 g, 9,15 mmol) y la mezcla se agité
a temperatura ambiente durante 5 horas. A continuacion, se le afiadié metanol (5 ml) y la mezcla se agité
durante 30 minutos. El liquido mixto se concentrd a presion reducida y a continuacion la solucion se diluy6
mediante la adicion de diclorometano. Esta solucién se lavé con una solucién acuosa saturada de
bicarbonato de sodio tres veces y con solucién salina saturada una vez. La capa organica se recogio, se seco
sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtr6. Respecto al filtrado obtenido, el disolvente se eliminé por
destilacion a presion reducida. El residuo se sec6 a presion reducida para obtener acido 6-(4,4'-
dimetoxitritilfhexanoico no purificado (6,2 g).

(4) Ester de N-amido-glicina-cianoetilo (compuesto 19)

Se disolvid éster de glicina-cianoetilico (0,85 g, 6,70 mmol) en N,N-dimetilformamida (15 ml). A esta mezcla
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se le ahadieron acido 6-(4,4'-dimetoxitritil)hexanoico (6,2 g) y trietilamina (1,35 g, 13,34 mmol) y la mezcla
resultante se agité enfriando con hielo. Después de la adicion de EDC (2,55 g, 13,30 mmol), se eliminé el
bafio de hielo y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 15 horas. El liquido mixto obtenido se
concentrd a presion reducida y la solucién se diluyé mediante la adicion de diclorometano. La solucion se lavo
con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y con solucion salina saturada. La capa organica
se recogid, se secO sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtré. Respecto al filtrado obtenido, el
disolvente se elimind por destilacion a presion reducida. El residuo obtenido se sometié a cromatografia en
columna de gel de silice (eluyente, hexano:acetato de etilo = 1:1, que contiene 0,05 % de piridina) para
obtener un sélido blanco (2,50 g, rendimiento: 69 %). El s6lido blanco obtenido (2,50 g, 4,59 mmol) se afadio
a una solucién acuosa de acido acético al 80 % (30 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante
3 horas. La solucion de reaccion se colocé en un embudo de decantacion y se lavo con hexano hasta que el
grupo 4,4-dimetoxitritilo desprotegido pudo eliminarse de una capa acuosa. Se afiadi6é tolueno a la capa
acuosa, que a continuacion se azeotropo tres veces. El residuo se seco al vacio para obtener éster de N-
amido-glicina-cianoetilico (0,80 g, rendimiento: 72%) en forma de un so6lido blanco.

(5) Amidita de cianoetilglicina (compuesto 20)

Se azeotrop6 éster de N-amido-glicina-cianoetilico (0,80 g, 3,30 mmol) con acetonitrilo anhidro dos veces. A
esto se le afiadi6 tetrazolida de diisopropilamonio (0,68 g, 3,97 mmol), que a continuacion se seco al vacio. A
esta mezcla se le afiadié acetonitrilo anhidro (3 ml). A esto se le afiadié una solucién de 2-cianoetil-N,N,N',N'-
tetraisopropilfosforodiamidita (1,20 g, 3,98 mmol) en acetonitrilo anhidro (1 ml). Esta mezcla se agité bajo una
atmosfera de argon a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla obtenida se diluy6 con diclorometano
y se lavo con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio y solucion salina saturada. La capa
organica se recogio, se seco sobre sulfato de sodio y a continuacion se filtrdé. Respecto al filtrado obtenido, el
disolvente se eliminé por destilacion a presion reducida. Se obtuvo amidita de cianoetilglicina (1,4 g) en forma
de una sustancia oleosa.

(Ejemplo 3)

En el Ejemplo 4 mencionado mas adelante, se produce una molécula de ARN monocatenario en horquilla que
tiene una secuencia inhibidora de la expresion del gen TGF-B1 (en lo sucesivo, también denominada
"ssTbRNA") uniendo dos fragmentos de segmentacion, es decir, una primera molécula de oligo-ARN
monocatenario que tiene un grupo amino al final (en adelante, cadena A) y una segunda molécula de oligo-
ARN monocatenario, que tiene un grupo carboxilo al final (cadena B), mediante reaccioén de amidacion (ver
Figura 1} .

En este ejemplo, se sintetizaron la cadena A y la cadena B-1, teniendo Ly, Lx' y Lx* las siguientes
estructuras.

5 Cadena A 3
3 AG-G-A-G-A-G-U-A-C-A-C-A~C-A~G-C-A-U-A-U-A-C-C~| Lx!
- S T N T A A T S
N G R N R T T T O N A
SE-U-U-C-G-U~C-U-C-A-U-G-U-6-U-G-U-C-G-U-A-U-A-U-G-G— Lx?|
Cadena B-1 5
i
PP NN = g

La cadena A y la cadena B-1 se sintetizaron mediante quimica de fosforamidita utilizando un sintetizador de
acido nucleico automatizado (AKTA oligopilot plus 10, GE Healthcare Life Sciences). Para esta sintesis, se
utilizé amidita TBDMS como amidita de ARN. Para el extremo 3' de la cadena B-1, NittoPhase™ (Nitto Denko
Corp) se utilizdé HL rG(ibu), que son perlas poliméricas para la sintesis de amdos nucleicos unidas a
guanosina protegida; se utiliz6 amidita DMTr-diamido-L-prolina (compuesto 4) como amidita especial para
unir Ly; y se utilizé6 amidita de cianoetil-L-prolina (compuesto 7) o amidita de (2,4-dimetoxi)bencil-L-prolina
(compuesto 11) para unir LX%. Para el extremo 3' de la cadena A, se utilizé 3-PT Amino-Modificador C4 CPG
(nombre del compuesto:  N-(4-(4,4'-dimetoxitritiloxi)-butil)-(2-carboxyamido)-ftalimidil-lcaa-CPG;  Link
Technologies Ltd.). La sintesis de acidos nucleicos en fase sélida y la reaccion de desproteccion después de
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la sintesis se llevaron a cabo segun métodos convencionales. Cabe sefialar que un grupo cianoetilo se
desprotege cuando se escinde un acido nucleico del portador en fase soélida. La desproteccion del grupo (2,4-
dimetoxi)bencilo se realizé dejando reposar el portador en fase sélida después del final de la sintesis en una
solucion al 3% de acido tricloroacético en tolueno durante 1 hora y a continuacién eliminando la solucion. La
misma hebra B-1 se obtiene usando el compuesto 7 o el compuesto 11.

A cada solucién de reaccion se le afiadioé una solucion acuosa de cloruro de sodio y 2-propanol después de la
sintesis de acido nucleico, que a continuacion se centrifugd y se elimindé el sobrenadante. El precipitado
obtenido se disolvié en agua para inyeccion y se purificd usando cromatografia de fase inversa (Inertsil ODS-
3, GL Sciences Inc.; fase movil A: solucion tampon TEAB 50 mM, acetonitrilo al 5%; fase mévil B: solucion
tampo6n TEAB 50 mM, 50% acetonitrilo). Se afiadieron una solucién acuosa de cloruro de sodio y etanol a la
fraccion de interés, que a continuacion se centrifugd para recoger un precipitado. Se verifico que los
productos obtenidos tenian el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas. Los productos
de interés recogidos fueron la cadena A que tenia un conector no nucleotidico Lx' que tenia un grupo amino
en el extremo 3'y la cadena B-1 que tenia un conector no nucleotidico Lx* que tenia un grupo carboxilo en el
extremo 5'. Ly y Lx? de la cadena B-1 tienen una cadena principal de pirrolidina.

En el siguiente ejemplo, la molécula de ARN monocatenario en horquilla (ssTbRNA) se produce uniendo el
grupo amino terminal de la cadena A al grupo carboxilo terminal de la cadena B-1 a través de un enlace
amida.

(Ejemplo 4)

La cadena A y la cadena B-1 sintetizadas en el Ejemplo 3 se sometieron a una reaccion de amidacion en
diversas condiciones de reaccion usando cualquier método de las siguientes etapas A a C, para unir la
cadena Ay la cadena B-1. Los rendimientos de la reaccion se determinaron mediante analisis de HPLC.

Etapa A: Se mezclaron 380 pL de una solucién acuosa 5,3 mM de la hebra A y 360 pL de una soluciéon
acuosa 5,6 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 2 ml mediante la adicién de agua, y se
tomo una alicuota de 30 pL de la solucidn resultante. El disolvente se elimind por destilacion usando un
evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucién. El residuo obtenido se
disolvié mediante la adicion de una solucion tampon a temperatura ambiente. A continuacion, se le afiadieron
un disolvente organico y una solucién acuosa 0,4 M de un agente de deshidratacién-condensacion, y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente.

Etapa B: Se mezclaron 380 pL de una solucién acuosa 5,3 mM de la hebra A y 360 pL de una solucion
acuosa 5,6 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 2 ml mediante la adicién de agua, y se
tomo una alicuota de 30 pL de la solucidn resultante. El disolvente se elimind por destilacion usando un
evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucién. El residuo obtenido se
disolvio mediante la adicion de una solucién tamp6n a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron a
esto un disolvente organico y una solucién 0,4 M de un agente de deshidratacion-condensacion en un
disolvente organico, y la mezcla se agitd a temperatura ambiente. Esta solucion de agente de deshidratacion-
condensacion se prepard usando el mismo disolvente organico que el disolvente organico que se iba a
mezclar con la misma (descrito en la tabla siguiente).

Etapa C: Se mezclaron 380 pL de una solucién acuosa 5,3 mM de la hebra A y 360 pL de una soluciéon
acuosa 5,6 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 2 ml mediante la adicién de agua, y se
tomo una alicuota de 30 pL de la solucidn resultante. El disolvente se elimind por destilacion usando un
evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucién. El residuo obtenido se
disolvié mediante la adicion de una solucion tampon a temperatura ambiente. A continuacién, se le afiadié un
agente de deshidratacion-condensacion en forma sélida y la mezcla se agité a temperatura ambiente.

Etapa D: Se mezclaron 170 pL de una solucion acuosa 4,8 mM de la hebra A y 170 pL de una solucion
acuosa 4,8 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 1 ml mediante la adicién de agua, y se
tomd una alicuota de 38 pL de la solucién resultante. El disolvente se separ6 por destilacion de la solucion
usando un evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucion. El residuo
obtenido se disolvié mediante la adicion de una solucién tamp6n a temperatura ambiente. A continuacion, se
afiadieron a esto un disolvente organico y una solucién 0,4 M de un agente de deshidratacién-condensacion
en un disolvente organico, y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente. Esta solucion de agente de
deshidratacién-condensacion se preparé usando el mismo disolvente organico que el disolvente organico que
se iba a mezclar con la misma (descrito en la tabla siguiente).

Etapa E: Se mezclaron 170 pL de una soluciéon acuosa 4,8 mM de la hebra A y 170 pL de una solucion
acuosa 4,8 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 1 ml mediante la adicién de agua, y se
tomd una alicuota de 38 pL de la solucién resultante. El disolvente se separ6 por destilacion de la solucion
usando un evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucion. El residuo
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obtenido se disolvié mediante la adicion de una solucién tamp6n a temperatura ambiente. A continuacion, se
le afiadié un agente de deshidratacion-condensacion en forma sélida y la mezcla se agitdé a temperatura
ambiente.

Etapa F: Se mezclaron 170 uL de una solucion acuosa 4,8 mM de la hebra A y 170 pL de una solucion
acuosa 4,8 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 1 ml mediante la adicién de agua, y se
tomd una alicuota de 38 pL de la solucién resultante. El disolvente se separ6 por destilacion de la solucion
usando un evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucion. El residuo
obtenido se disolvié mediante la adicion de una solucién tamp6n a temperatura ambiente. A continuacion, se
afiadieron a esto un disolvente organico y una solucién 1,6 M de un agente de deshidratacién-condensacion
en un disolvente organico, y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente. Esta solucion de agente de
deshidratacién-condensacion se preparé usando el mismo disolvente organico que el disolvente organico que
se iba a mezclar con la misma (descrito en la tabla siguiente).

Etapa G: Se mezclaron 170 pL de una solucién acuosa 4,8 mM de la hebra Ay 170 pL de una solucion
acuosa 4,8 mM de la hebra B-1 y se ajustaron volumétricamente a 1 ml mediante la adicién de agua, y se
tomd una alicuota de 38 pL de la solucién resultante. El disolvente se separ6 por destilacion de la solucion
usando un evaporador de presion reducida y una bomba de vacio, secando asi la solucion. El residuo
obtenido se disolvié mediante la adicion de una solucién tamp6n a temperatura ambiente. A continuacion, se
le afiadié un disolvente organico y una solucién 0,2 M de un agente de deshidratacién-condensacion (una
solucién mixta 1:1 (relacién en volumen) de agua para inyeccion y acetonitrilo) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente.

Se tomaron muestras de las soluciones de reaccion 1, 3, 5, 8 y 23 horas después de la adicion del agente de
deshidratacién-condensacion y se analizaron mediante HPLC para determinar los rendimientos de la
reaccion. Las condiciones de analisis por HPLC fueron las siguientes.

Columna: Oligonuclettido XBridge BEH C18 (Waters Corp.) 4,6 x 50 mm, 2,5 um

Temperatura de la columna: 60°C

Fase movil A: solucion acuosa de TEAA 200 mM (pH 7,0)/acetonitrilo = 95/5

Fase movil B: solucion acuosa de TEAA 200 mM (pH 7,0)/acetonitrilo = 50/50

Condiciones de desarrollo: A/B = 100/0 (0-3 min), 100/0 a 70/30 (3-23 min, gradiente lineal), 70/30 (23-33
min), 70/30 a 100/ 0 (33-33,1 min, gradiente lineal), 100/0 (33,1-45 min)

Caudal: 1,0 ml/min

Deteccion: detector PDA (254 nm)

Volumen de inyeccion: 10 pL

El rendimiento de la reaccion (%) se calculé segun la siguiente expresion basandose en los resultados del
andlisis de HPLC.

% de rendimiento de la reaccion = Area del pico de ssTbARN / Area total del pico en un cromatograma x 100
1) Examen del agente de deshidratacidon-condensacion.

Para el examen del agente de deshidratacién-condensacion, se llevd a cabo una reaccion de amidacion
mediante el procedimiento descrito anteriormente en los Ejemplos de Prueba 1 a 4 y 21 a 32 y los Ejemplos
comparativos 1 a 9y 12 a 22. La etapa, la soluciéon tampén afiadida y su cantidad, el disolvente organico
afadido y su cantidad, y el agente de deshidratacion-condensacion afiadido y su cantidad en los Ejemplos de
Prueba 1 a4y 21 a32ylos Ejemplos Comparativos 1 a9y 12 a 22 se muestran en las Tablas 1, 2y 3.

Tabla 1
Cantidad Cantidad Adente de Cantidad afiadida
Solucion  |afiadida de | Disolvente | afiadida de desf?idratacién- de agente de Etapa
tampon solucién | organico | disolvente condensacion deshidratacion-
tampon organico condensacion™
Ejemplo ?;)rlll:sléonn
de P:ueba MOPS 1M pH 12 uL DMSO 15 uL DMT-MM 3uL A
7,0
Femlo | ool
de P;ueba MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL HATU 3uL B
7,0
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Cantidad Cantidad Adente de Cantidad afiadidal
Solucion  |afiadida de | Disolvente | afiadida de desf?idratacién- de agente de Etapa
tampon solucién | organico | disolvente condensacion deshidratacion-
tampon organico condensacion™
Ejemplo ?;)rlll:gléonn
de Péueba MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL HBTU 3uL B
7,0
: Solucion
Ejemplo . .
tampon Clorhidrato de
de queba MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL EDCI. HOAt 3uL B
7,0
. Solucion
Ejemplo . .
. tampon Clorhidrato de
Comp1arat|vo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL EDCI 3puL B
7,0
Gonrlo | Sont
Compgratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL TSTU 3puL B
7,0
Sonply | SobaoT
Comp?z’aratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL TFFH 3puL B
7,0
e |
Comp;aratlvo MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL COMU 3uL B
pH 7,0
Gorplo | SO0
Compgratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL PyBOP 3puL B
7,0
cjomplo | Soboln
Compgratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL DPPA 3puL B
7,0
Gorplo | Son
Comp;lratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL DPPA, HOAt 3uL B
7,0
cjomplo | SobEn
Compgratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL CDI 3puL B
7,0
Gonrlo | Sont
Compgratlvo MOPS 1M pH 15 uL DMSO 12 uL CDI, HOAt 3puL B
7,0

* Excluyendo la cantidad de disolvente contenido en una solucion acuosa 0,4 M de agente de deshidratacion-
condensacion o una solucion 0,4 M en disolvente organico de agente de deshidratacion-condensacion

** Cantidad afiadida de una solucion acuosa 0,4 M de agente de deshidratacion-condensacion o una solucion
0,4 M en disolvente orgénico de agente de deshidratacién-condensacion

Los significados de MOPS, DMT-MM, HATU, EDCI y HOAt son los descritos anteriormente.

HBTU se refiere a hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio. TSTU se refiere a
tetrafluoroborato de N,N,N',N'-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio. TFFH se refiere a hexafluorofosfato de
fluoro-N,N,N',N'-tetrametilformamidinio. COMU®™ (Luxembourg Bio Technologies Ltd.) se refiere a
hexafluorofosfato de 1-[(1-(ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi}dimetilaminomorfolino)juronio. PyBOP se
refiere a hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tripirrolidinofosfonio. DPPA se refiere a difenilfosforilazida.
CDI se refiere a carbonildiimidazol.
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Tabla 2
Cantidad Cantidad | , . |Cantidad afadida
Solucion de Disolvente |afiadida de desf?idratacién- de agente de Etapa
tampén Iy organico | disolvente " deshidratacion- P
solucion oraAnico condensacion condensacion®
tampon 9
Solucion
. tampon
Ejemplo de
Prueba 21 MOPS 15 uL DMSO 12 uL HCTU 3uL B
1M pH
7,0
Solucion
. tampon
Ejemplo de
Prucba 22 MOPS 15 uL DMSO 12 uL TPTU 3uL D
1M pH
7,0
Solucion
. tampon
Ejemplo de
Prucba 23 MOPS 15 uL DMSO 12 uL TDBTU 3puL D
1M pH
7,0
Solucion
Ejemplo de | tampodn Clorhidrato de
Prueba24 |MOPS 1M 'OML | DMSO | 12ul 1 Tepe Hogt suL D
pH 7,0
Solucion .
. )y Clorhidrato de
Ejemplo de | tampodn
Prueba 25 |MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL mEDCIt, - 3uL D
oH 7.0 compuesto
Solucion
. tampon :
Ejemplo de Clorhidrato de
Prueba 26 MOPS 15 uL DMSO 12 uL EDCI, HOPO 3uL D
1M pH
7,0
Solucion .
. )y Clorhidrato de
Ejemplode | tampon | 45\, | puso | 12uL EDCI, 3L D
Prueba 27 |MOPS 1M compuesto 23
pH 7,0 P
Solucion .
. . Clorhidrato de
Ejemplo de | tampodn
Prueba 28 |MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL mEDCIt, ot 3uL D
oH 7,0 compuesto
Solucion .
. ) Clorhidrato de
Ejemplode | tampon | 45\ | puso | 12l EDCI, 3L D
Prueba 29 |MOPS 1M comouesto 25
pH 7,0 P
Solucion
Ejemplo de | tampodn
Prueba 30 IMOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL TCFH, HOAt 3uL D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de | tampodn
Prucba 31 IMOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL TCFH, NMI 3puL D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de | tampodn Compuesto
Prueba32 |MOPS 1M 19HML | DMSO | 12ul 26, HOA sul D
pH 7,0
* Excluyendo la cantidad de disolvente contenido en la solucion 0,4 M en disolvente organico del agente
de deshidratacion-condensacion
** Cantidad afadida de la solucion 0,4 M en disolvente orgénico del agente de deshidratacion-
condensacion

HCTU se refiere a hexafluorofosfato de O-(6-clorobenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio. TPTU se
refiere a tetrafluoroborato de O-(1,2-dihidro-2-oxo-1-piridil)-N,N,N',N'-tetrametiluronio. TDBTU se refiere a
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tetrafluoroborato de O-(3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio. HOBt se refiere a
1-hidroxibenzotriazol. HOPO se refiere a N-Oxido de 2-hidroxipiridina. TCFH se refiere a hexafluorofosfato de
cloro-N,N,N',N'-tetrametilformamidinio. NMI se refiere a N-metilimidazol. EI compuesto 22 se refiere a 1-
hidroxi-1,2,3-triazol-4-carboxilato de etilo. El compuesto 23 se refiere a ciano(hidroxiimino)acetato de etilo. El
compuesto 24 se refiere a 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina. El compuesto 25 se refiere a N-
oxido de 4-(dimetilamino)piridina. El compuesto 26 se refiere a yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio.

Tabla 3
Cantidad Cantidad | , . |Cantidad afiadida
Solucion de Disolvente |afadida de desf?idratacién- de agente de Etapa
tampon . organico | disolvente s deshidratacion- P
solucion oraAnico condensacion condensacion®
tampon 9
Ejemplo Stgrllleglc’?nn
Comparativo MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL HOTT 3puL B
12
pH 7,0
Gorplo | o000
Comparativo P 15 uL DMSO 12 uL Compuesto 27 3puL D
13 MOPS 1M
pH 7,0
Fomplo | S0
Comparativo P 15 uL DMSO 12 uL DEPBT 3uL D
MOPS 1M
14
pH 7,0
e | S
Comparativo P 15 uL DMSO 12 uL Compuesto 28 3puL D
15 MOPS 1M
pH 7,0
Ejemplo St;)#cg)nn
Comparativo MOPg M 15 uL DMF 12 uL Compuesto 29 3puL F
16
pH 7,0
cempo | Seel"
Comp:z;ratlvo MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL TCFH 3puL D
pH 7,0
: Solucion
Ejemplo . .
. tampon Clorhidrato de
Comp:asratlvo MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL EDCI, DMAP 3puL D
pH 7,0
. Solucion
Ejemplo .
. tampon Compuesto
Comp:agratlvo MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL 28, HOAt 3puL D
pH 7,0
e | S
Comparativo P 15 uL DMSO 12 uL TCFH, DMAP 3uL D
20 MOPS 1M
pH 7,0
Fomplo | S0
Comparativo P 15 uL |Acetonitrilo| 12 L DIC, HOPO 6 uL G
MOPS 1M
21
pH 7,0
o | S
Comparativo 15 uL DMSO 12 uL HATU 3uL D
MOPS 1M
22 oH 7,0

* Excluyendo |a cantidad de disolvente contenido en una solucién 0,4 M en disolvente organico, una solucion
1,6 M en disolvente organico o una solucién 0,2 M (solucién mixta 1:1 (relacion en volumen) de agua para
inyeccion y acetonitrilo) de agente de deshidratacion-condensacion

** Cantidad afiadida de Solucién 0,4 M en disolvente organico de agente de deshidratacién-condensacion,
solucion 1,6 M en disolvente organico de agente de deshidratacién-condensacion o solucién 0,2 M (solucion
mixta 1:1 (relacion en volumen) de agua para inyeccion y acetonitrilo) de agente de deshidratacion-
condensacion
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HOTT se refiere a hexafluorofosfato de N,N,N',N'-tetrametil-S-(1-6xido-2-piridil)tiouronio. DEPBT se refiere a
fosfato de dietil 3,4-dihidro-4-oxo-1,2,3-benzotriazin-3-ilo. DMAP se refiere a 4-dimetilaminopiridina. DIC se
refiere a diisopropilcarbodiimida. El compuesto 27 se refiere a 3-nitro-1-tosil-1,2,4-triazol. El compuesto 28 se
refiere a perclorato de N-terc-butil-5-metilisoxazolio. El compuesto 29 se refiere a 2,4,6-tripropil-1,3,5,2,4,6-
trioxatrifosforinano.

La diferencia en reactividad entre los agentes de deshidratacién-condensacion se muestra en las Tablas 4, 5
y 6.

Tabla 4
Agente de . Relacién ‘2 Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- D;fozlavnt?gée disolvente tfﬂ?'%cr']onH cada momento
condensacion 9 organico ponp 1h 3h | 5h | 8h 23h
Ejemplo de 50 %
Prueba 1 DMT-MM DMSO vol 7,0 39 61 | 68| 70 67
Ejemplo de HATU 50 %
Prucba 2 DMSO vol 7,0 72 83 [ 83| 83 83
Ejemplo de HBTU 50 %
Prueba 3 DMSO vol 7,0 22 41 | 56| 68 83
. Clorhidrato
Ejemplo de 50 % No
Prucba 4 deHEOI?L\Ct)I, DMSO vol 7,0 83 76 | 74| 70 medido
Ejemplo .
. Clorhidrato 50 % No No
Comp1arat|vo de EDCI DMSO vol 7.0 medido 0 0 0 medido
Ejemplo o
Comparativo TSTU DvMsO | °0% 7.0 3 | 5 |55 mgfj? o
2

Ejemplo o

Comparativo TFFH DmMso | 207 7.0 o4 | 24 |24 | 24 mg::lci) o
3

Ejemplo o

Comparativo coMmu DMSO 530(0 7.0 27 | 27 | 27| 27 mggi’ o
4

Ejemplo 50 % No

Comparativo PyBOP DMSO vol 7,0 18 24 | 24 | 24 medido
5

Ejemplo o

Comparativo DPPA DMSO 530(0 7.0 0 1 1] m(’;:j? o
6

Ejemplo o

Comparativo | DPPAHOAt | DMSO | °07 7.0 0 11| 1 mg::lci) o
7

Ejemplo o

Comparativo col pmso | 0% 7.0 o | o fof o | N
8

Ejemplo

- 50 % No
Compgratlvo CDI, HOAt DMSO vol 7,0 0 0 0 0 medido

Como se muestra en la Tabla 4, el uso de DMT-MM, HATU, HBTU o una combinacién de clorhidrato de EDCI
y HOAt como agente de deshidratacion-condensacion produjo un alto rendimiento (Ejemplos de Prueba 1 a
4), mientras que un agente de deshidratacidn-condensacion a base de fosfonio tal como como PyBOP,
aungue era un agente de deshidratacion-condensacion que contenia la misma estructura de benzotriazolilo
que la de HATU y HBTU, no produjo un alto rendimiento (Ejemplo Comparativo 5). Entre los agentes de
deshidratacion-condensacion a base de uronio, TSTU, TFFH o COMU® (Luxembourg Bio Technologies Ltd.)
que no contienen estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno no produjeron un alto
rendimiento (Ejemplos Comparativos 2 a 4).
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Tabla 5
Agente de Disolvente Relacion Solucion Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- orgAnico disolvente tampon cada momento
condensacion | °'9 organico pH Th [ 3h | 5h | 8h | 23h
Ejemplo
Comparativo HCTU DMSO 50 % vol 7,0 52 70 75 76 78
21
Ejemplo
Comparativo TPTU DMSO 50 % vol 7,0 2 10 16 24 1
22
Ejemplo
Comparativo | P21 DMSO | 50%vol | 7.0 53 | 54 | 51 | 52 | No
23 medido
Ejemplo Clorhidrato No
Comparativo de EDCI, DMSO 50 % vol 7,0 71 70 67 62 medido
24 HOBt
Ejemplo Clorhidrato
, de EDCI, o No
Comga;ratlvo compuesto DMSO 50 % vol 7,0 52 61 60 58 medido
22
Ejemplo Clorhidrato
Comparativo de EDCI, DMSO 50 % vol 7,0 39 63 69 74 77
26 HOPO
Ejemplo Clorhidrato
, de EDCI, o No
Comgz;ratlvo compuesto DMSO 50 % vol 7,0 66 68 69 70 medido
23
Ejemplo Clorhidrato
! de EDCI, o No
Comgasratlvo compuesto DMSO 50 % vol 7,0 71 74 70 68 medido
24
Ejemplo Clorhidrato
, de EDCI, o No
Comgagratlvo compuesto DMSO 50 % vol 7,0 46 57 54 51 medido
25
Ejemplo .
Comparativo | TCFH, HOAt | AEIOM | 50 of yol : 70 |82 | 81 |62 | MO
30 o medido
Ejemplo No
Comparativo TCFH, NMI DMSO 50 % vol - 69 75 76 73 -
31 medido
Ejemplo
. Compuesto o i No
Com%z;ratlvo 26, HOAt DMSO 50 % vol 74 70 66 52 medido

Como se muestra en la Tabla 5, HCTU, TPTU o TDBTU usados solos, una combinacion de clorhidrato de
EDCI y HOBt, compuesto 22, HOPO, compuesto 23, compuesto 24 o compuesto 25, una combinacion de
TCFH y HOAt o NMI, o una combinacién de compuesto 26 y HOAt como agente de deshidratacion-
condensacion produjeron un alto rendimiento (Ejemplos de Prueba 21 a 32).

Tabla 6
Agente de Relacion Solucié Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- |Disolvente disolvente n cada momento

condensaciéon | organico orgénico tangﬁon 1h 3h 5h 8h 23h

Ejemplo 50 % No
Comparativo 12 HOTT DMSO vol 7,0 0 0 0 1 medido

Ejemplo 50 % No
Comparativo 13 Compuesto 27 DMSO vol 7,0 16 16 16 16 medido

Ejemplo 50 % No
Comparativo 14 DEPBT DMSO vol 7,0 4 6 ’ 8 medido

Ejemplo 50 % No
Comparativo 15 Compuesto 28 DMSO vol 7,0 0 0 0 0 medido

Ejemplo 50 % No
Comparativo 16 Compuesto 29 DMSO vol 7,0 0 0 0 0 medido
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Agente dge, _ Relacién Solucié Rendimiento de la reaccion (%) en
deshldratac!gn- Dlso[vgnte disolvente n cada momento
condensacion | organico orgénico tan;lp_)lon 1h 3h 5h 8h 23h
o mEFJ;er‘;Ft’i'j’o . TCFH pMso | %% | 70 | 3 | 3 3 |3 ]| 77
ComEpJ:)ergFt)il\?o 18 CI:Ellngr)]Iiferalt/cl)A?De DMSO 5\(/)0‘;/0 7,0 10 14 15 14 mg:j?do
ComEéer?aFt)il\?o 19 CZOET pHquZtt0 DMSO 5\?0‘;/0 7,0 2 8 8 4 mg::lci)do
ComEpj)er];Ft)il\?o oo | TOFH.DMAP | DMsO | 20% | 70 | 1 | 2 3 |5 | Mo
ComEpJ;er]:aFt)il\g)o 21 DIC, HOPO DMSO 5\?0‘;/0 7,0 2 4 6 / mg::lci)do
ComEpJ;er]:aFt)il\g)o 22 HATU DMSO 5\?0‘;/0 7,0 0 0 mg::lci)do 0 mg::lci)do

Como se muestra en |la Tabla 6, el rendimiento se redujo como resultado del uso de agua para inyeccion en
lugar de la solucion tampén (Ejemplos comparativos 21 y 22).

Estos resultados indicaron que un agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que comprende
una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno (por ejemplo, estructura de 1-
hidroxibenzotriazol) (por ejemplo, un agente de deshidratacion-condensacion a base de benzotriazoliluronio)
0 una combinacion de clorhidrato de EDCI y un compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno
produce un alto rendimiento. Por otro lado, en el caso de usar DPPA o CDI, el agente de deshidratacion-
condensacion usado solo o en combinacién con HOAt no produjo un alto rendimiento (Ejemplos
Comparativos 6 a 9).

2) Reaccion de amidacion utilizando un agente de deshidratacion-condensacion a base de triazina.

Para examinar las condiciones de reaccion para la reaccion de amidacion usando el agente de
deshidratacién-condensacion a base de triazina, la reaccion de amidacion se llevd a cabo mediante el
procedimiento descrito anteriormente usando DMT-MM como agente de deshidratacion-condensacion en los
Ejemplos de Prueba 1 y 5 a 14 y el Ejemplo Comparativo 10. La etapa, la solucién tampén afadida y su
cantidad, el disolvente organico afiadido y su cantidad, y el agente de deshidratacién-condensacion afadido y
su cantidad en los Ejemplos de Prueba 1y 5 a 14 y el Ejemplo Comparativo 10 se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
. . Cantidad
Cantidad Cantidad e
Solucion afadida de | Disolvente |afiadida de Agente d?, anadida de
tampon solucion organico | disolvente desh|dratac!on- agente de Etapa
tampon orgénico condensacion |deshidratacion-
condensacion®”
Ejemplo Stgrllleglc’?nn
de P:ueba MOPS 1M 12 uL DMSO 15 uL DMT-MM 3uL A
pH 7,0
e | e
de Pgueba MOPS 1M 12 uL DMF 15 uL DMT-MM 3puL A
pH 7,0
e |
de Pgueba MOPS 1M 12 uL DMEU 15 uL DMT-MM 3puL A
pH 7,0
. Solucion
Ejemplo .
tampoén . 15 uL : 3puL
de Pr7ueba MOPS 1M 12 uL Acetonitrilo DMT-MM A
pH 7,0
Solucion
Ejemplo tampon
de Prusba | MOPS 1M | 12 HL tBuOH | 151l DMT-MM 3uL A
8 pH 7,0
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. . Cantidad
Cantidad Cantidad e
Solucién | anadida de | Disolvente |anadida de | , \dente de afiadida de
. ‘. P . deshidratacion- agente de Etapa
tampon solucion organico | disolvente d by deshid <
tampon orgénico condensacion eshidratacion-
condensacion®*
Ejemplo Stgrllleglc’?nn
de Psr;ueba MOPS 1M 16,5 UL DMSO 10,5 uL DMT-MM 3puL A
pH 7,0
Fonplo | 52001
de Prueba P 10,5 uL DMSO 16,5 UL DMT-MM 3puL A
10 MOPS 1M
pH 7,0
Ejemplo Stgrllleglc’?nn
de Prueba MOPS 1M 9 uL DMSO 18 uL DMT-MM 3puL A
11
pH 7,0
Ejemplo Stgrllleglc’?nn
de P1r121eba MOPS 1M 12 uL DMSO 12 uL DMT-MM 3puL A
pH 7,0
Ejemplo Stgrllleglc’?nn
de P1r§eba MOPS 1M 12 uL DMSO 15 uL DMT-MM 3puL A
pH 7,0
e | e
de Prueba MOPS 1M 12 uL DMSO 15 uL DMT-MM 3puL A
14
pH 7,0
: Solucion
Ejemplo .
. tampon No se No se
Comparativo MOPS 1M 27 uL anade anade DMT-MM 3puL A
10 oH 7,0

*Cantidad afadida de solucién acuosa 0,4 M de agente de deshidratacién-condensacion

El efecto de la adicion del disolvente organico, la influencia de la proporcion del disolvente organico y la
influencia del pH de la solucion tamp6n se muestran en las Tablas 8 a 10. En las tablas, la proporcion de
disolvente organico se calculd incluyendo también, en la cantidad total de disolvente organico, la cantidad de
disolvente organico contenida en la solucién del agente de deshidratacién-condensacion usada para la

amidacion.
Tabla 8
Agente de Disolvente Relacion |Solucion Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- orgAnico disolvente |tampodn cada momento
condensacion 9 organico | pH 1h 3h 5h | 8h | 23h
Ejemplo
. No se o No No
Comp:%ratlv DMT-MM anade 0 % vol 7,0 6 medido | medido 22| 28
Ejemplo
de Prueba DMT-MM DMSO 50 % vol 7,0 39 61 68 70 | 67
1
Ejemplo No No
de Pgueba DMT-MM DMF 50 % vol 7,0 19 medido | medido 49 | B2
Ejemplo No No
de Pgueba DMT-MM DMEU 50 % vol 7,0 11 medido | medido 34| 43
Ejemplo . No No
de P;ueba DMT-MM Acetonitrilo| 50 % vol 7,0 8 medido | medido 36 | 40
Ejemplo No
de Prueba DMT-MM tBuOH 50 % vol 7,0 . 22 30 35| 41
8 medido

Como se muestra en la Tabla 8, el rendimiento del producto de interés mejoré como resultado de la adicion
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del disolvente organico en comparacion con la ausencia de adicion del disolvente organico (Ejemplo
Comparativo 10). En particular, la adicion de DMSO fue muy eficaz (Ejemplo de Prueba 1).

Tabla 9
Agente de Disolvente Relacién |Solucién | Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- OraAnico disolvente |tampodn cada momento
condensacion | °'Y organico | pH 1h 3h 5n | 8h [23h
Ejemplo de : o No
Prueba 9 DMT-MM DMSO 35 % vol 7,0 20 41 medido 59 | 61
Ejemplo de o
Prueba 1 DMT-MM DMSO 50 % vol 7,0 39 61 68 70 | 67
Ejemplo de o
Prueba 10 DMT-MM DMSO 55 % vol 7,0 41 67 71 72 69
Ejemplo de : o No No
Prucba 11 DMT-MM DMSO 60 % vol 7,0 medido Imedido 59 62 | 61

Como se muestra en la Tabla 9, el producto de interés se obtuvo con un alto rendimiento cuando

a

proporcion de DMSO se establecio entre 35 y 60 % v/v del disolvente total (Ejemplos de Prueba 1y 9a 11).

Tabla 10
Agente de . Relacion L Rendimiento de la reaccion (%)
deshidratacion- Défogvnﬁgée disolvente taSncw) Iuécrl]onH en cada momento
condensacion 9 organico pon p 1h 3h | 5h | 8h |23h
%ﬁggf ff DMT-MM DMSO | 50 % vol 6.0 7 | 16 |22 26 | 35
%?S;EE 10'23 DMT-MM DMSO | 50 % vol 6.5 13 | 26 | 32| 37 | 43
Eg,erg“ggg ﬁ'e DMT-MM DMSO | 50 % vol 7.0 39 | 61 |68 70 | 67
%ﬁggf 10'; DMT-MM DMSO | 50 % vol 7.5 47 | 60 | 60| 59 | 57

Como se muestra en la Tabla 10, se obtuvo un rendimiento particularmente alto dentro de un intervalo de pH
de 6,5 a 7,5. Se observé una tendencia a reducir el rendimiento con una disminucién de la velocidad de
reaccion cuando el pH se redujo a 6,0.

3) Reaccion de amidacion utilizando un agente de deshidratacion-condensacion a base de
benzotriazoliluronio.

Para examinar las condiciones de reaccion para la reaccion de amidacion usando el agente de
deshidratacién-condensacion a base de benzotriazoliluronio, la reaccién de amidacion se llevé a cabo
mediante el procedimiento descrito anteriormente usando HATU como agente de deshidratacion-
condensacion en los Ejemplos de Prueba 2, 15 a 20 y 33 a 38 y el Ejemplo Comparativo 11. Se muestran la
etapa, la solucion tampon afiadida y su cantidad, el disolvente organico afiadido y su cantidad, y el agente de
deshidratacién-condensacion afiadido y su cantidad en los Ejemplos de Prueba 2, 15 220y 33 a 38 y el

Ejemplo Comparativo 11 en la Tabla 11.

Tabla 11
- . Cantidad
Cantidad Cantidad PO
Solucion |afadida de| Disolvente afadida de Agente d?, afiadida de
) ‘. P . deshidratacion-| agente de |Etapa
tampon solucion organico disolvente it A s
tamo6n oraAnico condensacion |deshidratacion-
P 9 condensacion®”
Solucion
Ejemplo de tampon
Prusba 2 MOPS 1M 15 uL DMSO 12 uL HATU 3uL B
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 15 MOPS 1M 19,5 uL DMSO 7,5 UL HATU 3uL B
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon DMF
Prusba 16 | MOPS 1m| ToHL 12ul HATU sul B
pH 7,0
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i : Cantidad
Cantidad Cantidad PR
Solucion |anadida de| Disolvente |anadida de|  A9eNtede | anadida de
: hp - . deshidratacion-| agente de |Etapa
tampon | solucion organico disolvente d ion ldeshid 2
tampon orgénico condensacion |deshidratacion-
condensacion®*
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 17 MOPS 1M 15 uL DMEU 12 uL HATU 3uL B
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 18 MOPS 1M 15 uL Sulfolana 12 uL HATU 3uL B
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon .
Prueba 19 MOPS 1M 15 uL Acetonitrilo 12 uL HATU 3puL B
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 20 MOPS 1M 15 uL Etanol 12 uL HATU 3uL B
pH 7,0
Solucion
Ejemplo tampon - No se
Comparativo 11 | MOPS 1M 30 uL No se afiade anade HATU 0,4 mg C
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 33 MOPS 1M 24 uL DMSO 3uL HATU 3uL D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 34 MOPS 1M 10,5 uL DMSO 16,5 UL HATU 3uL D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon DMF HATU 3uL
Prueba35 |MOPS 1M| 10OHL 16,5l D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon
Prueba 36 MOPS 1M 10,5 uL DMEU 16,5 UL HATU 3uL D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon o
Prueba 37 MOPS 1M 10,5 uL Acetonitrilo 16,5 L HATU 3puL D
pH 7,0
Solucion
Ejemplo de tampon ; 15 L HATU 0,4 mg
Prueba 38 MOPS 1M 15uL  |Tetrahidrofuran E
pH 7,0

* Excluyendo la cantidad de solvente contenido en una soluciéon 0,4 M en solvente organico del agente de
deshidratacién-condensacion
** Cantidad de agente de deshidratacion-condensacion (sélido) o solucién 0,4 M en solvente organico del
agente de deshidratacién-condensacion adicionado

El efecto de la adicién del disolvente organico y la influencia de la relacion del disolvente organico se
muestran en las Tablas 12y 13.

Tabla 12
Agente de . Relacién ‘2 Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- Do'fogﬁgct)e disolvente tfﬂ?'%cr']onH cada momento
condensacion 9 organico ponp 1h 3h 5h g8h | 23h
Ejemplo
Comparativo HATU No se afiade | 0 % vol 7,0 1 4 7 10 20
11
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Agente de . Relacién ‘2 Rendimiento de la reaccion (%) en
deshidratacion- Do'fogﬁgct)e disolvente I aSn? I%cr:onH cada momento
condensacion 9 organico pon p 1h 3h 5h g8h | 23h
Ejemplo de 50 %
Prueba 2 HATU DMSO vol 7,0 72 83 83 83 83
. No
Ejemplo de 50 %
Prueba 16 HATU DMF vol 7,0 71 79 79 78 niwd%d
Ejemplo de DMEU 50 %
Prucba 17 HATU vol 7,0 33 66 70 75 74
Ejemplo de 50 %
Prueba 18 HATU Sulfolana vol 7,0 9 32 43 58 66
Ejemplo de o 50 %
Prucba 19 HATU Acetonitrilo vol 7,0 17 51 64 74 78
. No
Ejemplo de 50 %
Prueba 20 HATU Etanol vol 7,0 25 44 49 49 niwd%d
. No
Ejemplo de . 50 %
Prucba 38 HATU Tetrahidrofuran vol 7,0 18 48 58 62 niwd%d

Como se muestra en la Tabla 12, el rendimiento del producto de interés mejoré como resultado de la adicion
del disolvente organico (Ejemplos de Prueba 2, 16 a 20 y 38) en comparacion con ninguna adicion del
disolvente organico (Ejemplo Comparativo 11). En particular, la adicion de un disolvente organico hidréfilo
aprético fue muy eficaz.

Tabla 13

desharaaciorn| DWerte | Gen | Soluien | M omanto

condensacion organico 1h 3h 5h 8h 23h
'Efunggf g; HATU DMSO | 20 % vol 7,0 4 | 14 | 22 | 32 | a7
Slemplo ce HATU DMSO | 35%wvol | 70 | 20 | 54 | 69 | 75 | 8f
Flemplo e HATU DMSO | 50%vol | 7,0 72 | 83 | 83 | 83 | 83
'Efunggf gf HATU DMSO | 65 % vol 7,0 22 | 37 | 39 | 40 mg'dci’ o
Slemplo e HATU DMF | 50%vol | 7.0 7|79 |79 | 78 | MO
Slemplo e HATU DMF | 65%vol | 70 | 80 | 82 | 81 |81 | MO
'Efunggf 10'73 HATU DMEU | 50 % vol 7,0 33 | 66 | 70 | 75 | 74
Slemplo g@ HATU PMEU | e5%vol | 70 | a1 | 51 | 53 | 53 | MO
'Efunggf 10'; HATU Acetonitrilo | 50 % vol 7,0 17 | 51 | 64 | 74 | 78
'Efunggf ?‘373 HATU Acetonitrilo | 65 % vol 7,0 19 | 53 | 65 | 74 mg'dci’ o

Como se muestra en la Tabla 13, el producto de interés se obtuvo con un alto rendimiento cuando la proporcién
de DMSO se establecio entre 20 y 65 % v/v del disolvente total (Ejemplos de Prueba 2, 15, 33 y 34). Ademas, el
producto de interés se obtuvo con un alto rendimiento cuando la proporcién de DMF, DMEU o acetonitrilo se
establecio entre 50 y 65 % v/v de todo el disolvente (Ejemplos de Prueba 16, 17, 19y 35 a 37).

(Ejemplo 5)

Aislamiento y purificacion de ssTbRNA.

1) Reaccion de amidacion usando DMT-MM.

Se tomaron alicuotas de 1 pmol de una solucién acuosa de la cadena A y una solucion acuosa de la cadena

B-1 y se mezclaron. El disolvente se eliminé por destilacién usando un concentrador centrifugo, secando asi
la solucién. El residuo obtenido se disolvié mediante |a adicién de 80 pl de una solucion tampén MOPS 1 M, y
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la solucién se calenté a 95°C y a continuacion se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se afiadieron a esto
80 pl de una solucion acuosa de DMT-MM 1 My 100 pl de DMSO, y la mezcla se agité y a continuacion se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 6 horas. A la solucién de reaccion se le afadieron 20 pul de una
soluciéon acuosa de cloruro de sodio 2 My 800 ul de etanol, y la mezcla se agitd, se dejo reposar a -30°Cy a
continuacion se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado obtenido se sec6. El precipitado se
disolvi6 en agua para inyeccion y se purificé mediante cromatografia de intercambio aniénico fuerte (DNAPac
PA100, Thermo Fisher Scientific Inc.; fase moévil A: tampon Tris-HCI 25 mM, acetonitrilo al 10%; fase movil B:
tampon Tris-HCI 25 mM, 10% acetonitrilo, 700 mM NaClO4) y se fraccion6 el producto de interés. La fraccion
de interés se recogié mediante precipitacion con etanol para obtener 11,7 mg de un so6lido blanco (pureza
RP-HPLC: 90 %, rendimiento: 69 %). Se verificé que el producto obtenido tenia el peso molecular de interés
mediante espectrometria de masas.

2) Reaccion de amidacion usando HATU

Se tomaron alicuotas de 1 pmol de una solucién acuosa de la cadena A y una solucion acuosa de la cadena
B-1 y se mezclaron. El disolvente se eliminé por destilacién usando un concentrador centrifugo, secando asi
la solucion. El residuo obtenido se disolvié mediante la adicion de 100 pl de una solucion tampon MOPS 1 M,
y la solucion se calentd a 95°C y a continuacion se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se afiadieron a esto
100 pl de una solucién 0,2 M de HATU en DMSQO, y la mezcla se agit6é y a continuacion se dej6 reposar a
temperatura ambiente durante 4 horas. A la solucién de reaccion se le afadieron 20 pl de una solucién
acuosa de cloruro de sodio 2 M y 800 pl de etanol, y la mezcla se agitd, se dejo reposar a -30°C y a
continuacion se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado obtenido se sec6. El precipitado se
disolvi6 en agua para inyeccion y se purificé mediante cromatografia de intercambio aniénico fuerte (DNAPac
PA100, Thermo Fisher Scientific Inc.; fase moévil A: tampon Tris-HCI 25 mM, acetonitrilo al 10%; fase movil B:
tampon Tris-HCI 25 mM, 10% acetonitrilo, 700 mM NaClO4) y se fraccion6 el producto de interés. La fraccion
de interés se recogié mediante precipitacion con etanol para obtener 14,1 mg de un so6lido blanco (pureza
AEX-HPLC: 96 %, rendimiento: 83 %). Se verifico que el producto obtenido tenia el peso molecular de interés
mediante espectrometria de masas.

La pureza del ssTbRNA obtenido mediante el procedimiento descrito anteriormente se analizé6 mediante RP-
UPLC (cromatografia liquida de ultra rendimiento en fase reversa) y se compar6 con el ssTbRNA sintetizado
mediante sintesis en fase sélida utilizando la quimica de fosforamidita descrita en la Literatura de Patentes 2.
Los resultados se muestran en la Tabla 14. Las condiciones de RP-UPLC y las condiciones de andlisis se
describen a continuacion.

Condiciones RP-UPLC:

Columna: Oligonucleétido ACQUITY UPLC BEH C18 130 A (angstroms) (Waters Corp.), 2,1 x 100 mm,
1,7 um

Temperatura de la columna: 80°C

Fase movil A: TEAA 50 mM, solucion acuosa de EDTA 1 mM (pH 7,3)

Fase mévil B: TEAA 50 mM, solucion acuosa de EDTA 1 mM/metanol = 20/80

Condiciones de desarrollo: A/B = 100/0 a 75/25 (0-10 min, gradiente lineal), 75/25 a 0/100 (10-10,5 min,
gradiente lineal), 0/100 (10,5-15 min), 0/100 a 100/0 (15-15,5 min, gradiente lineal)

Caudal: 0,2 ml/min

Deteccion: detector PDA (260 nm)

Volumen de inyeccion: 10 pL

Condiciones de anélisis:

Ancho: 2 segundos
Pendiente: 4000 pV/min
Deriva: 0 pV/min

T.DBL: 1000 min

Area minima: 500 cuentas

Tabla 14
Moléculas de acido nucleico
P (incluidos productos
Enfoque de sintesis Cadena A Cadena B ARNssTb truncados) en el pico de
ssTbRNA o cerca de él
Procedimiento de 2) del o o o o

Ejemplo 4 0,4 % 0,3 % 97,2% 97,5%
Sintesis en fase solida - - 87,9 % 91,6 %

En la Tabla 14, los valores de la cadena A, la cadena B-1 y la molécula de ssTbRNA indican sus respectivas
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proporciones de area de pico basadas en cromatogramas y se calcularon usando las condiciones de analisis
descritas anteriormente. Ademas, como cantidad relativa del acido nucleico (que incluye principalmente la
molécula de ssTbRNA y sus productos truncados) en o cerca del pico de la molécula de ssTbRNA, porcentaje
del area total del pico (%) dentro del rango de RRT (tiempo de retencion relativo; en el presente documento,
se calculo el tiempo de retencion relativo en comparacion con el tiempo de retencién del pico de la molécula
de ssTbRNA que se establece en 1) = 0,98 a 1,07. El tiempo de retencion maximo de la cadena A o la
cadena B-1 fue suficientemente aparte del de la molécula de ssTbRNA y no se incluyé en el rango de RRT =
0,98 a 1,07.

Como se muestra en la Tabla 14, existia una pequefia cantidad de impurezas de acido nucleico contenidas
en la poblacion de moléculas de ssTbRNA sintetizada mediante el método de la presente invencion. Ademas,
la cantidad de productos truncados (con una falta de una porcién de la secuencia de la molécula de
ssTbRNA) que aparecen en o cerca del pico de la molécula de ssTbRNA también fue pequefia. Por el
contrario, la sintesis en fase sélida utilizando quimica de fosforamidita (Literatura de Patente 2) implicaba una
cantidad relativamente grande de impurezas de acidos nucleicos de cadena corta (incluidas moléculas de
ARN resultantes de la terminacion temprana de la sintesis durante la etapa de una cadena corta) distintas de
la molécula de ARNssTb, y una gran cantidad de productos truncados en o cerca del pico de la molécula de
ssTbRNA. Se demostré que el método de la presente invencion es capaz de producir moléculas de ARN
monocatenario en horquilla de interés con alta pureza.

(Ejemplo 6)
La cadena A y la cadena B-2, con Ly, Lx' y Lx® que tienen las siguientes estructuras, se sintetizaron como

dos fragmentos de segmentacion de una molécula de ARN monocatenario en horquilla que tiene una
secuencia inhibidora de la expresion del gen TGF-1.

5 Cadena A 3
3 A-G-C-A-G-A-G-U-A-C-A-C-A-C-A-G-C-A-U-A-U-A-C-C—| LT |
0% (T T T T N S O U S O
o [ bbb
C-U-U~-C-G-U~C—U-C-A-U-G~-U-G-U-G-U-C~-G-U~-A~U-A-U~-G-G—| Lx?
Cadena B-2 5
i
/\N/i\’/\/\/o“% = g N
Ly = N ! g
Yoo A B
o 0% e
o L = e N
-0 <N 0w
O

La cadena A y la cadena B-2 se sintetizaron mediante quimica de fosforamidita utilizando un sintetizador de
acido nucleico automatizado (ABI3900; Applied Biosystems, Inc.). Para esta sintesis, se utilizé6 amidita
TBDMS como amidita de ARN. Para el extremo 3' de la cadena B-2, se utilizé 2'-O-TBDMS-guanosina(N-
iBu)-3'-Icaa-CPG (ChemGenes Corp.); Se utilizé6 amidita DMTr-diamido-L-prolina (compuesto 4) como amidita
especial para unir Ly; y se utilizo amidita de cianoetilglicina (compuesto 20) para unir Lx°. Para el extremo 3'
de la cadena A, se utilizé 3-PT Amino-Modificador C4 CPG (nombre del compuesto: N-(4-(4,4'-
dimetoxitritiloxi)-butil)-(2-carboxyamido)-ftalimidil-lcaa-CPG; ChemGenes Corp.). La sintesis de acidos
nucleicos en fase solida y la reaccion de desproteccion después de la sintesis se llevaron a cabo segun
metodos convencionales.

Se afiadieron una solucion acuosa de cloruro de sodio y 2-propanol a una solucion de reaccion después del
final de la reaccion de desproteccion de cada cadena, que a continuacion se centrifugd y se eliminé el
sobrenadante. El precipitado obtenido se disolvié en agua para inyeccion. Se verificd que los productos
obtenidos tenian el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas. Los productos de interés
recogidos fueron la cadena A que tenia un conector no nucleotidico Lx' que tenia un grupo amino en el
extremo 3' (espectrometria de masas encontrada: 7817,3, calculado: 7816,8) y la cadena B-2 que tenia un
conector no nucleotidico Lx? que tenia un grupo carboxilo en el extremo 5' (espectrometria de masas
encontrada: 9195,0, calcd: 9194,6).

Se tomaron alicuotas de 100 nmol de una solucion acuosa de la cadena A y una solucion acuosa de la
cadena B-2 y se mezclaron. El disolvente se eliminé por destilaciéon usando un concentrador centrifugo,
secando asi |a solucién. El residuo obtenido se disolvié mediante la adicion de 10 pl de una solucion tampén
MOPS 1 M, y la solucién se calentdé a 95°C y a continuacion se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se
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afiadieron a esto 10 pl de una solucion 0,2 M de HATU en DMSO, y la mezcla se agitd y a continuacion se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 4 horas. A la solucién de reaccion se le afiadieron 2 pl de una
solucion acuosa de cloruro de sodio 2 M y 50 ul de etanol, y la mezcla se agito, se dejé reposar a -30°C y a
continuacion se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado obtenido se sec6. Se verificd que el
producto obtenido tenia el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas (encontrado:
16993,9, calculado: 16993,3).

(Ejemplo 7)
La cadena A y la cadena B-3, con Ly, Lx' y Lx® que tienen las siguientes estructuras, se sintetizaron como

dos fragmentos de segmentacion de una molécula de ARN monocatenario en horquilla que tiene una
secuencia inhibidora de la expresion del gen TGF-1.

5 Cadena A 3 ‘
3 A-G-C-A-G-A-G-U-A-C-A-C-A-C-A-G-C-A-U-A-U-A-C-C— Lx' |
T
(w0 bp bbb bbb
“C-U-U-C-G-U-C-U-C-A-U-G-U-G-U-G-U-C-G-U-A-U-A-U-G-G— Lx?
Cadena B-3 &
Q
3 3
N/J\J/\//\\,-/O*? Lx! = §~ O,/\/\/,.NHQ
=
D P N
i o

=0

H
Lx? = , N
X &0 /\/\/\g

La cadena A y la cadena B-3 se sintetizaron mediante quimica de fosforamidita utilizando un sintetizador de
acido nucleico automatizado (ABI3900; Applied Biosystems, Inc.). Para esta sintesis, se utilizé6 amidita
TBDMS como amidita de ARN. Para el extremo 3' de la cadena B-3, se utilizé 2'-O-TBDMS-guanosina(N-
iBu)-3"-Icaa-CPG (ChemGenes Corp.); se utilizé amidita DMTr-diamido-glicina (compuesto 16) como amidita
especial para unir Ly; y se utilizo amidita de cianoetilglicina (compuesto 20) para unir Lx°. Para el extremo 3'
de la cadena A, se utilizé 3-PT Amino-Modificador C4 CPG (nombre del compuesto: N-(4-(4,4'-
dimetoxitritiloxi)-butil)-(2-carboxyamido)-ftalimidil-lcaa-CPG; ChemGenes Corp.). La sintesis de acidos
nucleicos en fase solida y la reaccion de desproteccion después de la sintesis se llevaron a cabo segun
metodos convencionales.

Se afiadieron una solucion acuosa de cloruro de sodio y 2-propanol a una solucion de reaccion después del
final de la reaccion de desproteccion de cada cadena, que a continuacion se centrifugd y se eliminé el
sobrenadante. El precipitado obtenido se disolvié en agua para inyeccion. Se verificd que los productos
obtenidos tenian el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas. Los productos de interés
recogidos fueron la cadena A que tenia un conector no nucleotidico Lx' que tenia un grupo amino en el
extremo 3' (espectrometria de masas encontrada: 7817,3, calculado: 7816,8) y la cadena B-3 que tenia un
conector no nucleotidico Lx? que tenia un grupo carboxilo en el extremo 5' (espectrometria de masas
encontrada: 9155,0, calcd: 9154,5).

Se tomaron alicuotas de 100 nmol de una solucion acuosa de la cadena A y una solucion acuosa de la
cadena B-3 y se mezclaron. El disolvente se eliminé por destilacion usando un concentrador centrifugo,
secando asi |a solucién. El residuo obtenido se disolvié mediante la adicion de 10 pl de una solucion tampén
MOPS 1 M, y la solucién se calentdé a 95°C y a continuacion se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se
afiadieron a esto 10 pl de una solucion 0,2 M de HATU en DMSO, y la mezcla se agitd y a continuacion se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 4 horas. A la solucién de reaccion se le afiadieron 2 pl de una
solucion acuosa de cloruro de sodio 2 M y 50 ul de etanol, y la mezcla se agito, se dejé reposar a -30°C y a
continuacion se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado obtenido se sec6. Se verificd que el
producto obtenido tenia el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas (encontrado:
16954,1, calculado: 16953,3).

(Ejemplo 8)
En este ejemplo, se produjo una molécula de ARN monocatenario en horquilla que tiene una secuencia
inhibidora de la expresion del gen GAPDH uniendo dos fragmentos de segmentacion, es decir, una primera

molécula de oligo-ARN monocatenario que tiene un grupo amino en el extremo (en adelante, cadena C) y una
segunda molécula de oligo-ARN monocatenario que tiene un grupo carboxilo en el extremo (cadena D)

51



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 981 806 T3

mediante reaccion de amidacién.

Primero, en este ejemplo, se sintetizaron la cadena C y la cadena D-1, teniendo Ly, Lx' y Lx? las siguientes
estructuras.

5 Cadena C ¥
3 C-A-U-G-A-G-A-A-G-U-A-U-G-A-C-A-A-C-A-G-C-C—| L' |

P i T T T T T O T

L [ p b
C-U-U-6-G-U-A-C-U-E-U-U-C-A-U-A-C-U-6-U-U-G-U-C-6-6— L<|

Cadena D-1 5
Q
/jj\/\//\/O 3 Lx! = §"~O/ - NH

La cadena C y la cadena D-1 se sintetizaron mediante quimica de fosforamidita utilizando un sintetizador de
acido nucleico automatizado (ABI3900; Applied Biosystems, Inc.). En esta sintesis, se utilizé amidita TBDMS
como amidita de ARN. Para el extremo 3' de la cadena D-1, se utilizé 2'-O-TBDMS-adenosina(N-Bz)-3'-Icaa-
CPG (ChemGenes Corp.); se utilizé amidita DMTr-diamido-L-prolina (compuesto 4) como amidita especial
para unir Ly; y se utiliz6 amidita de cianoetil-L-prolina (compuesto 7) para unir Lx?. Para el extremo 3' de la
cadena C, se utilizé 3'-PT Amino-Modificador C4 CPG (nombre del compuesto: N-(4-(4,4'-dimetoxitritiloxi)-
butil)-(2-carboxyamido)-ftalimidil-lcaa-CPG; ChemGenes Corp.). La sintesis de acidos nucleicos en fase
sblida y la reaccion de desproteccion después de la sintesis se llevaron a cabo segun métodos
convencionales.

Se afiadieron una solucion acuosa de cloruro de sodio y 2-propanol a una solucion de reaccion después del
final de la reaccion de desproteccion de cada cadena, que a continuacion se centrifugdé y se eliminé el
sobrenadante. El precipitado obtenido se disolvié en agua para inyeccion. Se verificd que los productos
obtenidos tenian el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas. Los productos de interés
recogidos fueron la cadena C que tenia un conector no nucleotidico Lx' que tenia un grupo amino en el
extremo 3' (espectrometria de masas encontrada: 7222,9, calculado: 7222,4) y la cadena D-1 que tenia un
conector no nucleotidico Lx? que tenia un grupo carboxilo en el extremo 5' (espectrometria de masas
encontrada: 9853,5, calcd: 9853,0).

Se tomaron alicuotas de 100 nmol de una solucién acuosa de la cadena C y una solucion acuosa de la
cadena D-1 y se mezclaron. El disolvente se elimind por destilaciéon usando un concentrador centrifugo,
secando asi |a solucién. El residuo obtenido se disolvié mediante la adicion de 10 pl de una solucion tampén
MOPS 1 M, y la solucién se calentdé a 95°C y a continuacion se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se
afiadieron a esto 10 pl de una solucion 0,2 M de HATU en DMSO, y la mezcla se agitd y a continuacion se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 4 horas. A la solucién de reaccion se le afiadieron 2 pl de una
solucion acuosa de cloruro de sodio 2 M y 50 ul de etanol, y la mezcla se agito, se dejé reposar a -30°C y a
continuacion se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado obtenido se sec6. Se verificd que el
producto obtenido tenia el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas (encontrado:
17057,9, calcd: 17057,4).

(Ejemplo 9)
La cadena C y la cadena D-2, con Ly, Lx' y Lx? que tienen las siguientes estructuras, se sintetizaron como

dos fragmentos de segmentacion de una molécula de ARN monocatenario en horquilla que tiene una
secuencia inhibidora de la expresion del gen GAPDH.
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5 Cadena C ¥ o
¥ C-A~U-G-A-G-A-A-G-U-A-U-G-A-C-A-A~C~A-G-C-C~| Lx! |
S kol R T T O N S T N S S S O S
0 N U U T T U U U N T N S T N S SO
SC-U-U-G-G-U-A-C-U-C~U-U-C-A-U-A~C-U-G-U-U-G-U-C- GG~ Lx2
Cadena D-2 §
o
HN/U\/\\/\\/O“% LX1= % O/\\’/ NHQ
Ly = K H
N :
T o
o

O
Lx?= ‘g*o”\v/\\/\[(ﬁ\/H\OH
Q

La cadena C y la cadena D-2 se sintetizaron mediante quimica de fosforamidita utilizando un sintetizador de
acido nucleico automatizado (ABI3900; Applied Biosystems, Inc.). Para esta sintesis, se utilizé6 amidita
TBDMS como amidita de ARN. Para el extremo 3' de la cadena D-2, se utiliz6 2'-O-TBDMS-adenosina(N-Bz)-
3'-lcaa-CPG (ChemGenes Corp.); se utiliz6 amidita DMTr- dlamldo -glicina (compuesto 16) como amidita
especial para unir Ly; y se utilizo amidita de cianoetilglicina (compuesto 20) para unir Lx°. Para el extremo 3'
de la cadena C, se utilizé 3-PT Amino-Modificador C4 CPG (nombre del compuesto: N-(4-(4,4-
dimetoxitritiloxi)-butil)-(2-carboxyamido)-ftalimidil-lcaa-CPG; ChemGenes Corp.). La sintesis de acidos
nucleicos en fase solida y la reaccion de desproteccion después de la sintesis se llevaron a cabo segun
metodos convencionales.

Se afiadieron una solucion acuosa de cloruro de sodio y 2-propanol a una solucion de reaccion después del
final de la reaccion de desproteccion de cada cadena, que a continuacion se centrifugdé y se eliminé el
sobrenadante. El precipitado obtenido se disolvié en agua para inyeccion. Se verificd que los productos
obtenidos tenian el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas. Los productos de interés
recogidos fueron la cadena C que tenia un conector no nucleotidico Lx' que tenia un grupo amino en el
extremo 3' (espectrometria de masas encontrada: 7222,9, calculado: 7222,4) y la cadena D-2 que tenia un
conector no nucleotidico Lx? que tenia un grupo carboxilo en el extremo 5' (espectrometria de masas
encontrada: 9773,3, calcd: 9772,9).

Se tomaron alicuotas de 100 nmol de una solucién acuosa de la cadena C y una solucion acuosa de la
cadena D-2 y se mezclaron. El disolvente se elimind por destilaciéon usando un concentrador centrifugo,
secando asi |a solucién. El residuo obtenido se disolvié mediante la adicion de 10 pl de una solucion tampén
MOPS 1 M, y la solucién se calentdé a 95°C y a continuacion se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se
afiadieron a esto 10 pl de una solucion 0,2 M de HATU en DMSO, y la mezcla se agitd y a continuacion se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 4 horas. A la solucién de reaccion se le afiadieron 2 pl de una
solucion acuosa de cloruro de sodio 2 M y 50 ul de etanol, y la mezcla se agito, se dejé reposar a -30°C y a
continuacion se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El precipitado obtenido se sec6. Se verificd que el
producto obtenido tenia el peso molecular de interés mediante espectrometria de masas (encontrado:
16977,6, calculado: 16977,3).

Aplicabilidad industrial

La presente invencién permite la produccion eficaz de una molécula de ARN monocatenario en horquilla que
contiene una secuencia inhibidora de la expresion de un gen diana.

Lista de secuencias Texto libre

SEQ ID NO: 1 a 6: ARN sintéticos
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla capaz de inhibir la expresion de un
gen diana, que comprende |a etapa de

hacer reaccionar una primera molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la siguiente formula (1)
con una segunda molécula de oligo-ARN monocatenario representada por la siguiente férmula (ll) en un
disolvente mixto que comprende una solucién tampon y un disolvente organico hidréfilo en presencia de un
agente de deshidratacién-condensacion:

5'-Xc-Lx' ... (1)
Lx2-X-Y-Ly-Yc-3' ... (II),

donde en la férmula (1) o (I}, X, Xc, Y y Yc estan formadas cada uno por un residuo de rlbonucleotldo Xc es
complementario a X, Yc es complementarlo a'Y, Ly es un conector no nucleotidico, Lx' es un conector no
nucleotidico que tiene un grupo amino, Lx? es un conector no nucleotidico que tiene un grupo carboxilo, y X-Y
comprende una secuencia inhibidora de la expresion del gen diana,

en el que el agente de deshidratacidon-condensacion se selecciona del grupo formado por un agente de
deshidratacién-condensacion a base de triazina, un agente de deshidratacion-condensacion a base de uronio
que comprende una estructura de anillo aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno, un agente de
deshidratacién-condensacion a base de carbodiimida, un agente de deshidratacién-condensacion a base de
2-halopiridinio y un agente de deshidratacién-condensacion a base de formamidinio,

en el que si el agente de deshidratacion-condensacion es el agente de deshidratacion-condensacion a base
de formamidinio, el agente de deshidratacion-condensacion se utiliza en combinacion con un compuesto
aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno o un éster de acido ciano(hidroxiimino)aceético,

en el que si el agente de deshidratacion-condensacion es el agente de deshidratacion-condensacion a base
de 2-halopiridinio, el agente de deshidratacion-condensacion se utiliza en combinaciéon con un compuesto
aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno, y

en el que si el agente de deshidratacion-condensacion es el agente de deshidratacion-condensacion a base
de formamidinio, el agente de deshidratacion-condensacion se utiliza en combinacion con un compuesto
aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno o un derivado de imidazol sustituido por N-hidrocarburo.

2. Método, segun la reivindicacion 1, en el que el conector Ly es un conector no nucleotldlco que tiene una
cadena principal de aminoacido o una cadena principal de aminoalcohol, y el conector Lx* es un conector no
nucleotidico que tiene una cadena principal de aminoacido.

3. Método, segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el Ly es un conector no nucleotidico que comprende al
menos uno de una cadena principal de plrrolldlna 0 una cadena principal de piperidina, o un conector no
nucledtido que comprende -NHCH>COO-, y el Lx? es un conector no nucleotidico que comprende al menos
uno de una cadena principal de plrrolldlna 0 una cadena principal de piperidina y que tiene un grupo
carboxilo, 0 un conector no nucleotidico que comprende -NHCH>COOH.

4. Método, segUin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el Lx' esta representado por la
siguiente formula (I11):

¥R e ()

donde en la formula (Ill), R' es una cadena de alquileno opcionalmente sustituida, y -OR' esta unido al
extremo 3' de Xc a través de un enlace fosfodiéster, y
en la que el Lx? esta representado por la siguiente férmula (IV) o la siguiente formula (IV*):

O
HO O
o )p 2 H
o RN ?O/R\H/N\)I\OH
a V) o s) N

donde en la férmula (1V), R? es una cadena de alquileno opcionalmente sustituida, p es 162,y -OR? esta
unido al extremo 5' de X a través de un enlace fosfodiéster; y en la formula (IV'), R? es una cadena de
alquileno opcionalmente sustituida, y -OR? esta unido al extremo 5' de X a través de un enlace fosfodiéster.

5. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que:
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(i) el agente de deshidratacién-condensacion a base de uronio que comprende una estructura de anillo
aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno es un agente de deshidratacion-condensacion a base de
benzotriazoliluronio,

(i) el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrogeno es hidroxibenzotriazol o un derivado del mismo,
(i) el éster de &cido ciano(hidroxiimino)acético es un éster alquilico ciano(hidroxiimino)acético, y/o

(iv) el derivado de imidazol sustituido por N-hidrocarburo es un derivado de N-alguilimidazol.

6. Método, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el disolvente organico hidréfilo es un
disolvente organico hidrofilo aprético.

7. Método, segun la reivindicacion 6, en el que el disolvente organico hidréfilo aprético es dimetilsulfoxido,
N,N-dimetilformamida, N,N'-dimetiletilenurea o acetonitrilo.

8. Método, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,

en el que el agente de deshidratacion-condensacion es cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-l,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinio, hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N—tetrametiluronio, clorhidrato de N-
(3'-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, yoduro de 2-cloro-1-metilpiridinio o hexafluorofosfato de cloro-
N,N,N',N'-tetrametilformamidinio en el que el compuesto aromatico que contiene N-hidroxi-nitrégeno es 1-
hidroxi-7-azabenzotriazol, en el que el éster de &cido ciano(hidroxiimino)acético es ciano(hidroxiimino)acetato
de etilo, y en el que el derivado de imidazol sustituido por N-hidrocarburo es N-metilimidazol.

9. Método, segun la reivindicacion 7 u 8, en el que la combinacion del agente de deshidratacion-
condensacion y el disolvente organico hidrofilo aprético es una combinacion de hexafluorofosfato de O-(7-
azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N’-tetrametiluronio y dimetilsulféxido, una combinacion de hexafluorofosfato de
O-(7-azabenzotriazol-1-il}-N,N,N',N'-tetrametiluronio y N,N-dimetilformamida, una combinacién de clorhidrato
de N-(3'-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol y dimetilsulféxido, o una
combinacion de hexafluorofosfato de cloro-N,N,N',N'-tetrametilformamidinio, 1-hidroxi-7-azabenzotriazol y
dimetilsulfoxido.

10. Método, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el pH de la solucién tampbn es de
6.,5a7,5.

11. Método, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que Ly es un conector no nucleotidico
que comprende una cadena principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina, Lx' es un conector
no nucleotidico que tiene un grupo amino, y Lx? es un conector no nucleotidico que comprende al menos uno
de una cadena principal de pirrolidina o una cadena principal de piperidina y que tiene un grupo carboxilo.

12. Método, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que Ly esta representada por la
siguiente formula (V):

o)

H

B0

13. Método, seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que Lx' esta representada por la
siguiente formula (VI):

NH
=0T Wy

y Lx® esta representada por la siguiente formula (VII):

]

70
o
O - (VI

14. Método, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el gen diana es el gen TGF-p.
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15. Método, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la molécula de ARN
monocatenario en horquilla comprende la secuencia de nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 1.

16. Molécula de oligo-ARN monocatenario, que es lo siguiente de (a) o (b):

(a) una molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucleotldos indicada en la
SEQ ID NO: 3 en la que un residuo de ribonucledtido en la posicién 1 esta unido a Lx? y los residuos de
ribonucleotido en las posiciones 26 y 27 estan unidos a través de Ly;
(b) una molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucleotldos indicada en la
SEQ ID NO: 6 en la que un residuo de ribonucledtido en la posicién 1 esta unido a Lx? y los residuos de
ribonucledtido en las posiciones 26 y 27 estan unidos a través de Ly.

17. Kit para producir una molécula de ARN monocatenario en horquilla para inhibir la expresion de un gen
diana, que comprende una combinacion de moléculas de oligo-ARN monocatenario de las siguientes (1) o

(2):

(1) una combinacion de una primera molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de
nucleétidos indicada en la SEQ ID NO: 2 en la que un residuo de ribonucleétido en la posicién 24 esta unido a
Lx', y una segunda molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucleotldos
|nd|cada en la SEQ ID NO: 3 en la que un residuo de ribonucledtido en la posicion 1 esta unido a Lx? y los
residuos de ribonucleétidos en las posiciones 26 y 27 estan unidos a través Ly;

(2) una combinacion de una primera molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de
nucleotldos indicada en la SEQ ID NO: 5 en la que un residuo de ribonucleétido en la posicion 22 esta unido a
Lx', y una segunda molécula de oligo-ARN monocatenario que comprende la secuencia de nucledtidos
|nd|cada en la SEQ ID NO: 6 en la que un residuo ribonucleotidico en la posicion 1 esta unido a Lx? y los
residuos de ribonucleétidos en las posiciones 26 y 27 estan unidos a través de Ly.

18. Amidita representada por la siguiente formula (X):

R ()

en la que p es 1 6 2, R? es una cadena alqunenlca gue tiene n atomos de carbono, siendo jun namero
entero de 1 a 30, que puede estar sustituido, R® es un grupo protector de &cido carboxilico, R* es un grupo
alquilo sustituido por un grupo secuestrador de electrones, y R® y R® son, cada uno independientemente, un
grupo alquilo y pueden ser iguales o diferentes; o bien representados por la siguiente formula (X'):

Q
s R3—O%
\ 2
N R
. O

~8 < (X))

en la que R? es una cadena alquilénica con n atomos de carbono, 3|endo n un nimero entero de 1 a 30, que
no esta sustituida, R® es un grupo protector del acido carboxilico, R* es un grupo alquilo sustituido por un
grupo secuestrador de electrones, y R® y R® son, cada uno independientemente, un grupo alquilo y pueden
ser iguales o diferentes.
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Fig. 1
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Fig. 2
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