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(57) Abstract: The present invention relates to a small interfering RNA (siRNA) specitic for tumour necrosis factor-alpha (TNF-
0), being 2'-0-methyl modified and there being attached thereto by a phosphodiester bond a group R in position 3', wherein R is
selected from among: a C;-Cs alkyl substituted with at least one -OH group, in particular propanediol; a C4-Cs cycloalkyl
substituted with at least one -OH group; a Cs-Cs heterocycloalkyl; a heteroalkyl chain having between 2 and 7 atoms, wherein at
least one thereof is an oxygen atom or a sulphur atom, the chain preferably being substituted with at least one -OH group; and a
heteroaryl, the ring whereof being formed of between 3 and 6 atoms and at least one of said atoms being an oxygen atom. The
present invention furthermore refers to the use of said siRNA for the treatment of inflammatory diseases, preferably inflammatory

bowel disease. DRAWING: FIGs. 1A and 1B: s.m no medication

(57) Resumen: La presente invencién se refiere a un pequeiio ARN de interferencia (pARNi) especifico frente al factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), con modificaciones 2'-0-metilo y que lleva unido mediante un enlace fosfodiéster un grupo R a la
posicion 3', donde R se selecciona entre: un C,-Cs alquilo sustituido con al menos un grupo -OH, en especial propanodiol; un Ca-
Cs cicloalquilo sustituido con al menos un grupo - OH; un C4-Cs heterocicloalquilo; una cadena heteroalquilica entre 2 y 7
atomos, donde al menos uno es un atomo de oxigeno o un atomo de azufre, preferiblemente la cadena esta sustituida con al menos

un grupo
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- OH; y un heteroarilo cuyo anillo estad formado entre 3 y 6 atomos y al menos uno de esos atomos es un atomo de oxigeno. La
presente invencidn se retfiere también al uso de dicho pARNI para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, preferiblemente la
enfermedad del intestino inflamado.
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DERIVADOS DE PEQUENOS ARN DE INTERFERENCIA Y SU USO

La presente invencion pertenece al campo de la Biotecnologia. La presente
invencion se refiere a unos nuevos pequenos ARN de interferencia (pARNI)
modificados quimicamente en los extremos de la cadena acompanante y a su

uso en el tratamiento de enfermedades.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La interferencia de ARN es un proceso de silenciamiento de genes post-
transcripcional y especifico de secuencia, que emplea ARN de doble cadena.
Después del descubrimiento de este fendmeno en plantas a principio de los
anos 90, Andy Fire y Craig Mello demostraron que un ARN de doble cadena
era capaz de inhibir la expresion génica de manera especifica y selectiva en
Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998 Nature, 391(6669) 806-11).

La secuencia de la cadena acompanante coincide con la region
correspondiente del ARN mensajero (ARNm) diana. La cadena guia o lider es
complementaria a este ARNm. La doble cadena de ARN es varios érdenes de
magnitud mas eficiente que la cadena lider sola a la hora de silenciar la

expresion génica mediante la induccién de la degradacion del ARNm.

El proceso de la interferencia de ARN comienza cuando la enzima DICER
encuentra un ARN de doble cadena y lo trocea en los llamados pequefios ARN
de interferencia (pARNI, del ingles “small interfering RNAs, o siRNA”), de unos
20 nucledtidos. Las células cuentan con una maquinaria denominada RISC (del
inglés “RNA-induced silencing complex”}, a la que se incorpora la cadena guia.

Se sabe que las moléculas de pARNi pueden unirse a los receptores de tipo
“Toll” presentes tanto en la membrana celular como en el interior de la célula, y

estimular la produccion de los interferones alfa y beta que, a su vez, producen
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una respuesta inmunoldgica. Esta respuesta inmunologica es inespecifica y

enmascara frecuentemente los efectos de los pARNI.

En la solicitud de patente W0O2007051303 se describe el efecto de algunas
modificaciones quimicas en las moléculas de pARNi que disminuyen la
respuesta inmunoldgica. Las modificaciones mencionadas se encuentran en
ambas cadenas y son las siguientes: 2’-O-metilo, 2’-deoxi-2-fluoro, 2’-deoxi y
2’-0O-(2-metoxietilo). Otras modificaciones méas complejas se describen en
W02006020768. En Van Aerschot et al, Bull. Soc. Chim. Belg. 104, n® 12, pp
717-720, 1995 se utiliza un soporte solido funcionalizado con propandiol para la
sintesis de ADN con el fin de incrementar la resistencia a la degradacion por 3'-

exonucleasas.

En cuanto a la enfermedad del intestino inflamado, algunas de la principales
caracteristicas de la enfermedad del intestino inflamado son la pérdida de la
tolerancia a los microbios intestinales, la activacion de las células responsables
de la inmunidad y la produccién de cantidades elevadas de varias citoquinas
tales como el factor de necrosis tumoral alfa, TNF-a y la interleuquinas IL-
ibeta, IL-6 y IL-8 por parte de los immunocitos y también de las células de la
mucosa intestinal. Estas citoquinas captan células immunocompetentes que
ampilifican la respuesta inflamatoria. TNF-a tiene un papel central en el proceso
inflamatorio debido a su capacidad de incrementar su propia expresion al
mismo tiempo que incrementa la expresion de otras moléculas proinflamatorias.
Los sueros y las mucosas intestinales de pacientes de la enfermedad del
intestino inflamado muestran niveles de TNF-a elevados y se han detectado
cantidades elevadas de TNF-a en modelos de la enfermedad del intestino
inflamado como son los modelos animales de colitis. La inhibicion de TNF-a
mediante anticuerpos, receptores solubles o inhibidores de la fosfodiesterasa
IV, como el rolipram, ha mejorado sensiblemente o incluso ha prevenido la
inflamacion en estos modelos animales. Sin embargo, se han descrito varios
efectos secundarios como por ejemplo un incremento en la vulnerabilidad a

patdégenos intracelulares o reacciones autoinmunes. De cara a reducir los
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efectos secundarios, es conveniente incrementar la selectividad del 6rgano al
que va dirigido el tratamiento. A este respecto, la solicitud de patente
W0O2006097768 describe el uso de pARNi capaces de inhibir la expresion de la
IL-12 para el tratamiento de enfermedades intestinales y su administracion por
via intrarectal, y la solicitud WO0020645 describe oligonucledtidos antisentido
para inhibir la expresion de TNF-a. Sin embargo estas solicitudes no hacen
referencia a posibles modificaciones quimicas para la disminucion de la

respuesta inmune inespecifica.

El grupo del Dr. Ramratnam utiliza pARNi sin modificar (Zhang et al. Mol. Ther.
2006, 14: 336-42) y demuestra que estos pARNi pueden disminuir los niveles
de ARNm de TNF-a y mejorar su perfil histolégico pero no el desarrolio clinico
de la enfermedad.

Por todo esto, es importante desarrollar nuevas estrategias que permitan, por
un lado, disminuir los efectos secundarios asociados a los tratamientos con
pARNi y, por otro lado, dirigir el tratamiento a las zonas que se deseen fratar,

como es Unicamente al intestino en la enfermedad del intestino inflamado.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos derivados de pequenos ARN de
interferencia (pARNi) basados en las modificaciones quimicas 2’-O-metilo y en
fa unidén de una pequefia molécula alquilica polar, que confieren al duplex de
ARN unas propiedades sorprendentemente ventajosas para silenciar la
expresion génica sin apenas provocar efectos secundarios inflamatorios. Por
ejemplo, los pARNi de la invencién son capaces de inhibir la expresién del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) sin provocar efectos secundarios de
estimulacién de la respuesta inmune y de mejorar los resultados clinicos en un
modelo de colitis.
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Que las modificaciones quimicas 2'-O-metilo en un pARNi disminuyen la
respuesta inmunoldgica y la inflamacion, es algo ya descrito en la solicitud de
patente WO2007051303. Sin embargo, los derivados de pARNi de la invencion,
modificados con una pequefia molécula alquilica polar ademas de las
modificaciones 2’-O-metilo, tienen un efecto sorprendentemente mucho mas
beneficioso a la hora de inhibir la expresidn génica sin provocar la estimulacion
de la respuesta inmune. Estas dos modificaciones de los pARNi: 2-O-metilo y
union de una pequena molécula alquilica, cuando se realizan por separado
consiguen unos efectos mucho menos efectivos. Ademas, el efecto que se
consigue mediante la combinaciéon de estas dos modificaciones es mucho
mayor que la suma de los efectos individuales, es decir, presenta un efecto
sinérgico beneficioso e inesperado.

Los compuestos de la presente invencion incrementan la eficacia inhibitoria de
TNF-a en cultivos celulares y en animales. Ademads, esas modificaciones
introducidas en los pARNi reducen la estimulacién inmunolégica no especifica

en celulas PBMC humanas, mejorando por tanto el perfil farmacoldgico.

La presente invencion se refiere también a una composiciéon que comprende
dichos pARNi modificados, asi como al uso de los pARNi o de dicha

composicion para la preparacion de un medicamento.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un
compuesto (en adelante llamado compuesto de la invencién) de férmula
pARNiI-P-O-R donde:

i) pARNi es un pequenic ARN de interferencia que comprende al menos

una modificacion 2’-O-metilo;

i) -P-O- representa un enlace fosfodiéster que une R a la posicion

terminal 3’ de cualquiera de las cadenas del pARNj;
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i) donde R es un radical que se selecciona entre: un C4-Cg alquilo
sustituido con al menos un grupo -OH; un C4-Cg cicloalquilo sustituido
con al menos un grupo -OH; un C4-Cs heterocicloalquilo; una cadena
heteroalquilica de entre 2 y 7 atomos, donde al menos uno de los
atomos de la cadena es un atomo de oxigeno o un atomo de azuire,
preferiblemente la cadena esta sustituida con al menos un grupo -OH; y
un heteroarilo en cual el anillo esta formado entre 3 y 6 aomos vy al

menos uno de esos atomos es un atomo de oxigeno.

El término pequefio ARN de interferencia o pARNiI en la presente descripcion
es indistinto al término siRNA (del inglés “small interfering RNA”).

Un pARNi es un ARN de doble cadena que comprende dos elementos: {a) una
cadena guia, también conocida como cadena lider o cadena antisentido, que
hibrida con (b) una cadena acompafante, también conocida como cadena
sentido. La cadena guia, lider o antisentido es la responsable de la capacidad
de esta molécula para interferir en la expresion del ARN mensajero (ARNm)
diana del silenciamiento. Dicha cadena guia hibrida con dicho ARNm,
provocando finalmente su procesamiento y disminuyendo asi la traduccién del

ARNm a proteina.

Un pARNi esta compuesto por ribonucledtidos encadenados, pero puede

presentar también algun desoxirribonucledtido.

Una modificacion 2’-O-metilo en un nucledtido es a la union de un grupo oxi-
metilo en la posicion 2" del nucledtido, es decir, en el segundo carbono de la

pentosa.

La posicidn 3’ es obviamente la posicion 3’ del nucleétido terminal, situado en
el extremo 3 de cualquiera de las dos cadenas del pARNi, ya que en los
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demas nucledtidos, la posicibn 3’ estd ocupada en la unidn al siguiente

nucledtido de la cadena mediante un enlace fosfodiéster.

Un grupo -OH es un grupo hidroxilo libre.

Para la unidén de R al pARNi mediante un enlace fosfodiéster es necesario que
el grupo que se va a incorporar presente al menos un grupo hidroxilo libre, cuyo
atomo de oxigeno formara el enlace con el pARNI. El enlace fosfodiéster puede
ser tal enlace o cualquier otro que cumpla la misma funcidn, aunque
preferiblemente es un enlace fosfodiéster.

En una realizacidon preferida de la invencién, el compuesto de la invencion es
antiinflamatorio. Preferiblemente, la cadena guia del pARNi del compuesto de
la invencién inhibe o silencia, total o parcialmente, la expresion de una

molécula proinflamatoria.

El término “inhibir o silenciar”, tal y como se emplea en la presente descripcion,
se refiere a la disminucion de la expresidn génica que ocurre cuando el pARNi
hibrida especificamente con el ARNm al que estd dirigido e induce su
degradacion. Se dice que la expresion genica esté inhibida o silenciada cuando
la cantidad de ARNm de un determinado gen decrece o desaparece respecto a
los niveles originales de partida. La cantidad o los niveles de ARNm pueden ser
determinados por multiples tecnicas conocidas por el experto en la materia,
como pueden ser, pero sin limitarse, la reaccion en cadena de la polimerasa
{PCR) u otras técnicas de hibridacion con sondas especificas.

En la presente descripcion, se entiende por moléculas proinflamatorias aquellas
moléculas que participan en la inflamacién, promoviendo dicho proceso. Existe
una gran variedad de moléculas proinflamatorias, entre las que se encuentran
la interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 8 (IL-8), las prostaglandinas, el 6xido
nitrico, el interferdn vy y el factor de necrosis tumoral (TNF). Ademas, existen

algunas enzimas proinflamatorias, como la fosfolipasa de tipo Il 0 PLA,, la
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ciclooxigenasa 2 (COX-2) o la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), que
activan la sintesis de factor activador de plaquetas, leucotrienos, prostanoides

u Oxido nitrico.

En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, la cadena guia del
pARNi inhibe o silencia, total o parcialmente, la expresion de al menos uno de
los genes de la lista que comprende: factor de necrosis tumoral alfa (TNF-aj,
IL-1 beta, IL-6 e IL-8. Preferiblemente, la cadena guia del pARNi del compuesto
de la invencion inhibe o silencia, total o parcialmente, la expresion del gen de
TNF-a o la del gen de IL-1 beta. Mas preferiblemente, la cadena guia del
pARNi del compuesto de la invencion inhibe o silencia, total o parcialmente, la
expresion del gen de TNF-a.

El factor de necrosis tumoral o TNF-o {del inglés “tumor necrosis factor alpha’)
es el primer miembro de la superfamilia de TNF, a la que pertenecen algunas
citoquinas implicadas en la fase aguda del proceso inflamatorio. Los miembros
de esta superfamilia tienen un origen filogenético comun y la mayoria tienen
también una funcidén comun: promueven la apoptosis y la activacion del factor

de transcripcion NF-xB.

En una realizacién preferida del compuesto de la invencidn, R es un alquilo Cs-
Cs sustituido con al menos un grupo hidroxilo libre. Preferiblemente, R es un

alquilo C,-C4 sustituido con uno o dos grupos hidroxilos libres.

En una realizacién preferida del compuesto de la invencion, R es etilo, propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo o terbutilo. Preferiblemente, el enlace fosfodiéster
une una molécula de 1,2-propandiol o 1,3-propandiol, preferiblemente de 1,3-
propandiol, a la posicion 3’ de cualquiera de las cadenas del pARNi. Dado que
un grupo hidroxilo se utiliza para la formacion del enlace, sélo quedaria un

grupo hidroxilo libre.
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En una realizacién preferida del compuesto de la invencidén, R es un C4-Cq
cicloalquilo sustituido con al menos un grupo hidroxilo libre. Preferiblemente, R
es ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo donde R esta sustituido con uno o dos
grupos hidroxilos libres. Mas preferiblemente, el enlace fosfodiéster une una
molécula de 4-ciclohexandiol a la posicion 3’ de cualquiera de las cadenas del
pARNI.

En otra realizacién preferida del compuesto de la invencidén, R es un C4Cs
heterocicloalquilo, preferiblemente sustituido con al menos un grupo hidroxilo
libre. Preferiblemente, R es un oxetanilos (C,), aziridinilos {Cs), azetidinilos (C.),
tetrahidrofuranilos (Cs), pirrolidinilos (Cs), morfolinilos (Cg), ditianilos (Cg),
tiomorfolinilos (Cs), piperidinilos (Cs), tetrahidropiranilos (Cs), piperazinilos (Cs)
o tritianilos (Ce). Mas preferiblemente, R es 4-metilpiperazinilo, 3-metil-4-
metilpiperazine,  4-dimetilaminopiperidinilo,  4-metilaminopiperidinilo,  4-
aminopiperidinilo,  3-dimetilaminopiperidinilo,  3-metilaminopiperidinilo,  3-
aminopiperidinilo, 4-hidroxipiperidinilo, 3-hidroxipiperidinilo, 2-hidroxipiperidinilo,
4-metilpiperidinilo, 3-metilpiperidinilo, 3-dimetilaminopirrolidinilo, 3-

metilaminopirrolidinilo, 3-aminopirrolidinilo o metilmorfolinilo.

En otra realizacion preferida del compuesto de la invencién, R es una cadena
heteroalquilica de entre 2 y 7 atomos, donde al menos uno de los atomos de la
cadena es un atomo de oxigeno o un atomo de azuire, preferiblemente la
cadena esta sustituida con al menos un grupo hidroxilo libre. Preferiblemente,
R es una cadena heteroalquilica de entre 4 y 6 atomos donde al menos uno de
los atomos de la cadena es un atomo de oxigeno o un atomo de azufre,
preferiblemente la cadena esta sustituida con al menos un grupo hidroxilo libre.
Més preferiblemente, el enlace fosfodiéster une una molécula de dietilenglicol o

dietilenglicoltioéter a la posicion 3’ de cualquiera de las cadenas del pARNi.

En una realizacidn preferida del compuesto de la invencion, R es un heteroarilo

formado por entre 3 y 6 atomos y al menos uno de esos atomos es un atomo
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de oxigeno. Preferiblemente, R es tienilo, furanilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo o

imidazolilo.

En una realizacion preferida del compuesto de la invencidn, R esta sustituido
con dos o tres grupos hidroxilo. Preferiblemente, R se selecciona de la lista que
comprende: 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 3-amino-1,2-propanodiol, 2,2-
dimetil-1,3-propanocdiol, glicerol, etilenglicol, dietilenglicol, dietilenglicoltioéter,
1,6-hexandiol, ciclohexandiol.

En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, R esta unido a
través de un enlace fosfodiéster a la posicion terminal 3’ de la cadena

acompanante.

Las modificaciones del pARNi del compuesto de la invencion pueden llevarse a
cabo segun cualquiera de los métodos conocidos hasta la fecha, incluidos los
descritos en los ejemplos de la presente memoria, 0 como se describe en
Vaishnaw, AK et al. 2010. Silence. 1:14.

En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, entre 1 y 7
nucledtidos que forman el pARNi, preferiblemente de la cadena acompafante,
comprenden una modificacion 2'-O-metilo. Preferiblemente, entre 2 y 4
nucledtidos, preferiblemente de la cadena acompafiante, comprenden una
modificacion 2’-O-metilo. Méas preferiblemente, 2 nucledtidos, preferiblemente

de la cadena acompanante, comprenden una modificacion 2’-O-metilo.

En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, los nucledtidos que
forman el pARNi que comprenden la modificacion 2’-O-metilo estén en el
extremo 5. Preferiblemente, los nucledtidos que forman el pARNi que
comprenden modificaciones 2’-O-metilo estéan en la cadena acompanante, y
preferiblemente en el extremo 5’ de la cadena acompafante.
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En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, al menos un
nucledtido que forma el pARNi, preferiblemente de la cadena acompafiante, es
un desoxirribonucledtido. Preferiblemente, al menos un nucleétido del exiremo
3 del pARNi, preferiblemente de la cadena acompafante, es un
desoxirribonucledtido. Mas preferiblemente, 2 nuclebtidos del extremo 3’ del

pARNI, preferiblemente de la cadena acompafiante, son desoxirribonucleotidos.

En wuna realizacion preferida del compuesto de la invencion, los
desoxirribonuclettidos del extremo 3’ del pARNi son desoxirribonucledtidos de
timidina (dT). Preferiblemente, los desoxirribonucledtidos estan en el extremo 3’
de la cadena acompanante del pARNi

En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, cada cadena del
pARNi comprende entre 15 y 40 nucledtidos. Preferiblemente, cada cadena
comprende entre 17 y 30 nucledtidos. Mas preferiblemente, cada cadena
comprende entre 18 y 25 nucleétidos.

En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, la secuencia de la
cadena acompanante del pARNi es SEQ ID NO: 1. En una realizacién preferida
del compuesto de la invencion, la secuencia de la cadena guia del pARNi es
SEQ ID NO: 2. En una realizacion preferida del compuesto de la invencion, la
secuencia de la cadena acompanante del pARNi es SEQ ID NO: 1 y la
secuencia de la cadena guia del pARNi es SEQ ID NO: 2.

La sintesis del compuesto de la invencion puede llevarse a cabo segun
cualquiera de los métodos descritos en el estado de la técnica, o como se
describe en Reese CB. Organic Biomolecular Chemistry. 2005, 3:3851-68.

Un segundo aspecto de la presente invencidén se refiere a una composicion
farmacéutica caracterizada porque comprende el compuesto de fa invencidn,

en adelante flamada composicion farmacéutica de la invencion.
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En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, la
composicion  farmacéutica comprende un  vehiculo o  diluyente

farmacéuticamente aceptable.

El “vehiculo” o portador, es preferiblemente una sustancia inerte. La funcion del
vehiculo es facilitar la incorporacion de otros compuestos, permitir una mejor
dosificacion y administracién o dar consistencia y forma a la composicién
farmacéutica. Por tanto, el vehiculo es una sustancia que se emplea en el
medicamento para diluir cualquiera de los componentes de la composicion
farmacéutica de la presente invencién hasta un volumen o peso determinado; o
bien que aun sin diluir dichos componentes es capaz de permitir una mejor
dosificacion y administracion o dar consistencia y forma al medicamento.
Cuando la forma de presentacion es liquida, el vehiculo farmaceuticamente

aceptable es el diluyente.

En una realizacion preferida del segundo aspecto de la invencion, el vehiculo o
diluyente es un agente de transfeccion. Preferiblemente, el agente de
transfeccion se selecciona de la lista que comprende polietilenglicol, colesterol,
polietilenimida (PEI), péptidos de penetracidn celular, oligoarginina, poli-lisina,
glicoproteina del virus de la rabia, nanoparticulas de oro, dendrimeros,

nanotubos de carbono y lipidos.

Un agente de transfeccion es cualquier sistema que permite o facilita la
transfeccion, es decir, la introduccion de un acido nucleico en una celula. En la
presente descripcidon, un agente de transfeccién es una molécula que facilita o
permite la entrada de los pARNi de la invencion o de la composiciéon que los

comprende, en una célula.

Preferiblemente, el agente de transfeccion es un lipido. Més preferiblemente, el
lipido es un lipido catidnico. Aun mas preferiblemente, el lipido catidnico es un

liposoma.
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En otra realizacion ain mas preferida, la composicién farmacéutica ademas
comprende otra sustancia biolégicamente activa. Ademas del requerimiento de
la eficacia terapéutica, que puede necesitar el uso de otros agentes
terapéuticos, pueden existir razones fundamentales adicionales que obligan o
recomiendan en gran medida el uso de una combinacion de un compuesto de
fa invencion y otro agente terapéutico. El término “sustancia biolégicamente
activa” es toda materia, cualquiera que sea su origen humano, animal, vegetal,
quimico o de otro tipo, a la que se atribuye una actividad apropiada para

constituir un medicamento.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere al uso del compuesto o de
la composicidn farmacéutica de la invencidon para la preparacién de un

medicamento.

En una realizacidn preferida del tercer aspecto de la invencion, el compuesto o
ta composicién farmacéutica de la invencion se usan para el tratamiento de una
enfermedad inflamatoria. Preferiblemente, la enfermedad inflamatoria se
selecciona de la lista que comprende: enfermedad del intestino inflamado,
artritis reumatoide, osteoartritis y enfermedad pulmonar obstructiva crénica.
Mas preferiblemente, la enfermedad inflamatoria es intestinal, preferiblemente

es la enfermedad del intestino inflamado.

El compuesto o la composicion farmacéutica de la invencion pueden usarse
para el tratamiento de la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, el sindrome
del colon irritable, la enfermedad infecciosa del intestino, la colitis
pseudomembranosa, la amebiasis, la tuberculosis intestinal, los polipos
cronicos, la enfermedad diverticular, el estrefiimiento, la obstruccidn intestinal,

el sindrome de mala absorcion, la diarrea o el cancer colorrectal.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencién, el compuesto o
la composicion farmacéutica de la invencion se usan para el tratamiento de una
enfermedad que se selecciona de la lista que comprende: enfermedad de
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Crohn, colitis ulcerosa, sindrome del colon irritable, enfermedad infecciosa del
intestino, colitis pseudomembranosa, amebiasis o0 tuberculosis intestinal,
pélipos cronicos, enfermedad diverticular y cancer colorrectal. Preferiblemente,
la enfermedad es la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa o el sindrome del
colon irritable.

En una realizacién preferida del tercer aspecto de la invencion, el compuesto 0
la composicién farmacéutica que lo contiene se administra por via intrarrectal.
Para dicha administracién se pueden emplear, pero sin limitarse, supositorios o

enemas en el recto.

En una realizacion preferida del tercer aspecto de la invencidn, se administra
una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto o de la composicidén
farmacéutica de la invencion. La expresion “cantidad terapéuticamente efectiva”
se refiere a una cantidad que, administrada en dosis y durante el periodo de
tiempo necesario, es efectiva a la hora de conseguir el resultado profilactico o
terapéutico deseado. Una “cantidad terapéuticamente efectiva” del compuesto
o de la o de la composicion farmacéutica de la invenciéon puede variar con el
estadio de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y se refiere a
una cantidad que no presenta efectos adversos ni toxicidad y es capaz de

alcanzar el efecto profilactico o terapeutico deseado.

Un realizacién de la invencién puede ser un compuesto en el que cada cadena
del pARNiI tiene entre 17 y 30 nucledtidos, comprende entre dos y cuatro
modificaciones 2’-O-metilo en los nucledtidos el extremo 5 de la cadena
acompanante, una modificacion con un 1,2-propandiol en el extremo 3’ de la
cadena acompanante unida mediante un enlace fosfodiéster y los entre dos y
cuatro nucledtidos del extremo 3 de la cadena acompanante son

desoxirribonucledtidos.

Otra realizacion de la invencidon puede ser una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto que inhibe o silencia la expresion de IL-1 en el que
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cada cadena del pARNi tiene entre 20 y 26 nucleétidos, comprende entre dos y
cinco modificaciones 2’-O-metilo en los nucledtidos de la cadena acompanante
y una modificacion con un alquilo C»-C4 sustituido con dos grupos hidroxilo,
unido a la cadena acompafante por su extremo 3 mediante un enlace
fosfodiéster y entre dos y cuatro nucleétidos del extremo 3’ de la cadena

acompanante son desoxirribonucledtidos de timidina.

Otra realizacion de la invencién puede ser el uso de un compuesto que inhibe
la expresion de una molécula proinflamatoria que comprende entre dos y cuatro
modificaciones 2’-O-metilo en enire uno y tres nucledtidos del extremo 3’ de
cualquiera de las cadenas y una modificacidon con 1,3-propandiol, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
inflamatoria intestinal, que se administra por via intrarrectal en una cantidad

terapéuticamente efectiva.

Los métodos de sintesis de los compuestos de la invencion son conocidos y
estan disponibles en la técnica. (Reese CB. Organic Biomolecular Chemistry.
2005, 3:3851-68).

Por ejemplo, en el siguiente esquema se resumen la sintesis del soporte de
vidrio para la sintesis de derivados de ARN que contienen grupos propandiol en

el extremo 3.



10

15

WO 2012/059612 PCT/ES2011/070740

15

Soporte sélido de vidrio

Esquema 1

(1) es 1,3-propandiol; (a) el reactivo utilizado en esta reaccion es el cloruro de
dimetoxitritilo (DMT) disuelto en piridina; (2) es 1-O-Dimetoxitritil-1,3-propandiol;
{(3) es el hemisuccinato de 1-O-Dimetoxitritil-1,3-propandiol, (b) los reactivos
utiizados en esta reaccion son el anhidrido succinico, y la N,N-
dimetilaminopiridina disueltos en diclorometano; (4) es el soporte solido de
vidrio funcionalizado con 1,3-propandiol, (¢) los reactivos utilizados en esta
reaccion son bolas de vidrio funcionalizadas con grupos amino, N,N-
dimetilaminopiridina, trifenilfosfina, y 2,2-ditiobis (5-nitropiridina) disueltos en
una mezcla de 1,2-dicloroetano y acetonitrilo.

Tabla 1. Nomenclatura de una realizacion de la invencién (OMe-Prop) y de los
controles empleados (s.m.: sin modificar; Scr o Scr OMe: pARNi de secuencia

aleatoria con modificaciones 2’-O-metilo; OMe: con modificaciones 2’-O-metilo
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en el extremo 5 de la cadena acompanante; Prop: con una molecula de 1,3-

propandiol unida mediante un enlace fosfodiéster al extremo 3’ de la cadena

acompanante).
. Secuencia Numero de
Secuencia o
Compuesto . cadena modificaciones R
cadena guia B .
acompafante 2’-O-metilo
s.m. SEQIDNO:5 | SEQIDNO: 2 0 -
Scr* SEQIDNO:4 | SEQID NO: 3 2
OMe SEQ IDNO:5 | SEQ ID NO: 1 2 -
Prop SEQIDNO:5 | SEQIDNO: 2 0 1,3-propandiol
OMe-Prop SEQID NO: 5 | SEQ ID NO: 1 2 1,3-propandiol

*Scr también puede encontrarse en la memoria como Scr OMe.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes 0 pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se
proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Actividad inhibitoria de TNF-a de ratén in vitro de los compuestos
de la invencion y sus controles en lineas celulares y macroéfagos
primarios. Soélo los compuestos donde la secuencia de la cadena guia del
pARNi es complementaria al ARNm de TNF-a (s.m, OMe, Prop, OMe-Prop)
son capaces de unirse a RISC y silenciar TNF-a, mientras que el pARNi de
secuencia aleatoria con modificaciones 2’-O-metilo no inhibe la produccion de
TNF-a (Scr). A. Cantidad de TNF-a producida por células Hela después de 24
h de tratamiento con el plasmido que expresa TNF-a y los compuestos de la
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invencion o sus controles. B. Cantidad de TNF-a producida por macréfagos
peritoneales transfectados con los compuestos de la invencidn y sus controles.
C. Cantidad de TNF-a producida por células 4T1 después de 24 h de
tratamiento con los compuestos de fa invencion y sus controles. Las barras de
error representan la desviacion estandar de la media. El analisis estadistico se
realizo siguiendo el método ANOVA con el post-ensayo de Bonferroni. ™**
P<0,001 **P<0,01 o *P<0,05 comparado con Scr, el pARNi de secuencia

aleatoria, ## P<0,01 comparado con el pARNi sin modificar (s.m.).

Fig. 2. Estimulacion de la respuesta inmune producida por la adiciéon de
los compuestos de la invencion y sus controles. Las presencia de las
modificaciones 2’-O-metilo y/o propandiol disminuye la respuesta inmune a los
compuestos, independientemente de la secuencia del pARNi. Células
adherentes mononucleares de sangre periférica (PBMC) se transfectaron a una
concentracién 10 nM de los diferentes compuestos de la invencién y sus
coniroles y se midid la cantidad de TNF-a humano producido en los
sobrenadantes. OMe-Prop estimula menos la respuesta inmune que s.m. Las
barras de error representan la desviacion estandar de la media. El andlisis
estadistico se realiz6 siguiendo el método ANOVA con el post-ensayo de

Bonferroni. **P<0,01 o *P<0,05 comparado con s.m.

Fig. 3. Inhibicion de la produccion de TNF-a en un modelo de colitis
cronica. Muestra los niveles de ARN mensajero (ARNm) de TNF-a en
unidades arbitrarias en el colon de ratones sanos o de ratones con colitis
tratados con OMe-Prop o Scr. Los animales con colitis se trataron con OMe-
Prop o Scr. Se extrajo el colon, se aislé el ARNm y se midieron los niveles
TNF-a por PCR cuantitativa. El compuesto OMe-Prop es capaz de disminuir la
produccion de TNF-a con respecto a Scr. El andlisis estadistico se realizd

siguiendo el método ANOVA con el post-ensayo de Bonferroni. **P<0,01.
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Fig. 4. Resultado clinico observado en un modelo de colitis crénica como
resultado de la administracion de los compuestos de la invencion y sus
controles. Los compuestos de la invencién mejoran el resultado clinico en un
modelo de colitis crdnica. Los animales con colitis se trataron con OMe-Prop,
s.m., OMe o con Scr y se observaron hasta los 8 dias, durante los cuales se
midieron varios indicadores de la enfermedad y se evalué el indice de actividad
de la enfermedad (IAD). Los ratones se sactrificaron a los 8 dias del inicio del
experimento y se les extrajo el colon para evaluar la actividad de la
mieloperoxidasa (MPQO) y realizar la observacion histolégica. Los ratones
control son ratones sanos en los que no se indujo la colitis. A. Cambios
observados en el peso. B. Variacion del indice de actividad de la enfermedad
(IAD). C. Media de los indices de la actividad de la enfermedad (IAD) de los
animales tratados a dia 8. D. Media de la longitud del colon en cm de los
animales tratados a dia 8. E. Media del peso del colon en mg de los animales
tratados a dia 8. F. Media de la relacion entre el peso en mg y la longitud del
colon en mm de los animales fratados a dia 8. G. Media de los niveles de
mieloperoxidasa (MPO) en unidades por mg de colon determinado en el colon
de los animales tratados a dia 8. El analisis estadistico se realiz6 siguiendo el
método ANOVA con el post-ensayo de Bonferroni. *** P<0,001 **P<0,01 o
*P<0,05 comparado con los controles sanos, ## P<0,01 comparando s.m. con

Scr OMe, +++ P<0,001 comparando OMe-Prop con Scr OMe.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Sintesis de los compuestos.

Las secuencias de ARN se ensamblaron utilizando el meétodo de sintesis en
fase sdlida. Las cadenas acompafantes portadoras del grupo propandiol en el
extremo 3’ con o sin las unidades de 2’-O-metil-ARN en las dos posiciones
finales cercanas al extremo 5': 5'-(mGYmMU)GCCUAUGUCUCAGCCUC-dT-dT-
propandiol-3° (SEQ ID NO: 1) y 5-GUGCCUAUGUCUCAGCCUC-dT-dT-
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propandiol-3’ (SEQ ID NO: 2) se ensamblaron en un soporte sélido de vidrio

siguiendo el esquema 1.

Preparacion del soporte sélido funcionalizado con 1.3-propandiol.

Como se muestra en el esquema 1, 1-O-dimetoxitritil-1,3-propandiol (0,1
milimoles) preparado segun se describe en Van Aerschot et al. Bull. Soc. Chim.
Belg. 104, n® 12, pp 717-720, 1995; se disolvié en diclorometano (DCM) (1 mi)
junto con N,N-dimetilaminopiridina (1,5 eq) y anhidrido succinico (1,5 eq). La
reaccion se mantuvo con agitacion a temperatura ambiente durante 16 horas
(h). La solucién resultante se diluyoé con 5 ml de DCM vy la solucién organica
resultante se lavo 2 veces con una solucidn 0,1 M de Na,HPO,4. La capa
organica resultante se seco con sulfato sédico anhidro, se filtr6 y se evaporo el
disolvente. El residuo que contiene el hemisuccinato deseado se usé

directamente en el siguiente paso sin mas purificacion.

Se disolvieron 0,1 milimoles de 2,2-ditio-bis-(5-nitropiridina) (DTB) en 0,4 mi de
acetonitrilo y la solucidén resultante se mezcld con una solucion que contiene
0,1 milimoles del hemisuccinato y N,N-dimetilaminopiridina (0,1 milimoles)
disueltos en 0,5 ml de acetonitrilo (ACN). Una mezcla de 0,1 milimoles de
trifenilfosfina (TPP) y 0,2 ml de ACN se afadieron a la solucién anterior a

temperatura ambiente.

La mezcla se agitd con un agitador orbital durante unos segundos y se anadio
a una jeringa que contenia 0,5 g de bolas de vidrio de poro controlado
funcionalizadas con grupos amino. Se dejé la reaccion agitandose suavemente
durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccién se detuvo por adicién de
0,5 mi de metanol y se separ6 el soporte solido de la solucién. El soporte sélido
se lavé tres veces con metanol (10 ml por lavado), tres veces con ACN (10 mi
por lavado) y tras veces con éter etilico (10 ml por lavado). El soporte se secd
al vacio y se trato con la solucién de acetilacion que consta de una mezcla de
dos soluciones: 1) 05 ml de una solucibn de anhidrido
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acético:piridina:tetrahidrofurano (1:1:8) y 2) 0,5 ml de una solucién de 10 % N-
metilimidazo!l en tetrahidrofurano. Al cabo de 30 minutos, el soporte sélido se
tavo igual que arriba con metanol, acetonitrilo y éter etilico. El soporte se secod
al aire y después al vacio y se guardd a 4° C. El grado de funcionalizacién se
determind por eliminacion del grupo dimetoxitritilo (DMT) de una alicuota con
una solucion acida y posterior lectura de la absorcion del cation DMT liberado

del soporte a 500 nm. El grado de funcionalizacion fue de 35 nanomoles/g.

Sintesis de oligonucledtidos

Los oligorribonucledtidos se prepararon utilizando un sintetizador de la casa
comercial Applied Biosystems modelo 3400 utilizando fosforamiditos de 2-
cianoetilo y los protectores de tipo terbutildimetilsilii (TBDMS) para la proteccién
del grupo hidroxilo en la posicidon 2'. Se utilizaron las siguientes soluciones: 0,4
M 1H-tetrazol en ACN (catalizador); 3% 4&cido tricloroacético en DCM
{destritilacién), anhidrido acético:piridina:tetrahidrofurano (1:1:8} (solucion de
acetilacion A), 10 % N-metilimidazol en tetrahidrofurano (solucién de acetilacion
B), 0,01 M iodo en tetrahidrofurano:piridina:agua (7:2:1) (oxidacion). En las
secuencias de RNA, se eliminé el ultimo DMT ya que el grupo DMT no es
totalmente estable al tratamiento de fluoruro. El rendimiento medio por etapa de
adicion de un nucledtido fue alrededor del 97-98% para los monémeros de
RNA. Los soportes poliméricos obtenidos se trataron con una solucion
concentrada de amoniaco-etanol (3:1) durante 1 h a 55° C. Los soportes se
favaron con etanol y las soluciones resultantes se combinaron y se evaporaron
a sequedad. Los productos resultantes se trataron con 0,15 ml de trietilamina-
tris(hidrofluoruro):trietitamina:N-metilpirrolidona (4:3:6) durante 2,5 h a 65° C
con el fin de eliminar los grupos TBDMS. Las reacciones se detuvieron por
adicion de 0,3 ml de isopropoxitrimetilsilano y 0,75 ml de éter. Las mezclas
resultantes se agitaron y se enfriaron a 4° C. Se formd un precipitado que fue
centrifugado a 7.000 rpm durante 5 minutos a 4° C. Los precipitados se lavaron
con éter y se centrifugaron de nuevo. Los residuos se disolvieron en agua y los
conjugados se purificaron por HPLC. Para la HPLC se empled la columna
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Nucleosil 120-10 C18 (250 x 4 mm). Se utilizd un gradiente lineal de 20 minutos
desde 0% a 50%; con un flujo de 3 mi/minuto. La composicién de las
soluciones utilizadas en la HPLC fueron: solucién A: 5% ACN en 100 mM
acetato de trietilamonio (pH 6,5) y solucidon B: 70% ACN en 100 mM acetato de
trietilamonio pH 6,5. Los productos purificados se analizaron por
espectrometria de masas MALDI-TOF (del ingles “Matrix-Assisted Laser
Desorptior/lonization-Time of Flight’).

Los espectros de MALDI-TOF se realizaron en un espectrémetro de masas
Perseptive Voyager DETMRP, equipado con un laser de nitrégeno de 337 nm
utilizando un pulso de 3 ns. La matriz utilizada contenia 24,6-
trihidroxiacetofenona (THAP, 10 mg/mi en ACN:agua 1:1) y citrato aménico (50

mg/mi en agua).

Las siguientes secuencias de ARN se obtuvieron de fuentes comerciales
(Sigma-Proligo, Dharmacon): cadena acompanante control negativo 5'-
(mC)YmA)G UCG CGU UUG CGA CUG G-dT-dT-3 (SEQ {D NO: 3), cadena
guia control negativo 5-CCA GUC GCA AAC GCG ACU G-dT-dT-3' (SEQ ID
NO: 4), cadena guia anti-TNF-a: 5-GAG GCU GAG ACA UAG GCA C-dT-dT-3’
(SEQ ID NO: 5), cadena acompafante anti-TNF-a: 5-GUG CCU AUG UCU
CAG CCU C-dT-dT-3" (SEQ ID NO: 2) y cadena acompafiante anti-TNF-a: 5'-
(mG)YmU)G CCU AUG UCU CAG CCU C-dT-dT-3° (SEQ ID NO: 1). Los
mondmeros de tipo ARN (ribonucledtidos) se detallan en letras maytsculas y la
abreviacién dT corresponde al desoxirribonucledtido timidina. Los monémeros
de tipo 2’-O-metil-RNA se detallan entre paréntesis tal como: (mG), {mU), (mC)
y (mA). Las secuencias de pARNi anti-TNF-a estan descritas en Sorensen et al.
J Mol Biol. 2003, 327: 761-6.
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Tabla 2. Caracterizacién por espectrometria de masas de los derivados de
ARN modificados.

Peso Peso
Tipo Abreviatura molecular molecular
experimental teorico

Cadena acompanante (SEQ ID
NO: 1) modificada con 3'- OMe-Prop 6727 6725
propandiol, 2’-O-Metilo

Cadena acompanante (SEQ ID
NO: 2) modificada con 3'’- Prop 6697 6697
propandiol

EJEMPLO 2: Inhibicion de TNF-a in vitro.

Las cadenas guia y acompafiante se hibridaron y el ARN de cadena doble
resultante se utiliz6 para la inhibicion de la expresion del gen TNF-a. Primero,
se estudiaron las propiedades inhibitorias de los compuestos preparados en el
ejemplo 1 en células Hela. Estas células no expresan el gen de TNF-a de
raton por lo que previamente a la adicion de los compuestos se transfectaron

las células con un plasmido que contiene el gen de TNF-a de ratdn.

En la Figura 1 se muestra el efecto biolégico de OMe, OMe-Prop y Prop. La
capacidad de silenciamiento de estos compuestos se evalud tanto en lineas
celulares (HelLa) como en cultivos primarios de macréfagos. Los resultados
obtenidos con las células Hela utilizando oligofectamina demuestran que el
compuesto de la invencion OMe-Prop es capaz de unirse a RISC y silenciar
TNF-a (Fig. 1A) mientras que el pARNi de secuencia aleatoria (Scr) con

modificaciones 2'-O-metilo no inhibe la produccion de TNF-a.
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Cultivos celulares. transfeccion y ensayos celulares

Las células Hela se cultivaron en condiciones habituales: 37¢ C, 5% CO,, en
medio de Dulbecco modificado por Eagle, 10% suero fetal bovino (SFB), 2 mM
L-glutamina suplementado con penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100
mg/ml). Todos los experimentos se hicieron a una confluencia celular del 40-
60%. Las celulas Hela se transfectaron con 250 ng del plasmido que expresa
el gen de TNF-a de ratdn utilizando lipofectina (Invitrogen) y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Se utilizaron tres protocolos diferentes de transfeccion segun el tipo de células

utilizado:

1.- Una hora después de la transfeccion con el plasmido que expresa el gen de
TNF-a de raton, las células Hela se transfectaron con 50nM de los compuestos
disefiados para inhibir TNF-a, utilizando oligofectamina (Invitrogen). Al cabo de
48 h se determind la concentracion de TNF-a en los sobrenadantes del cultivo
celular utilizando el ensayo de immunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

(Bender MedSystems) siguiendo las instrucciones del fabricante.

2. Se aislaron macroéfagos peritoneales de ratones no tratados. En el peritoneo
de los animales sacrificados se inyecté medio de cultivo y se recogid y aisld el
liquido resultante. Las células obtenidas en este liquido se contaron y se
sembraron. Este cultivo de macréfagos peritoneales se transfecté con los
compuestos utilizando DOTAP (Roche) y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Al cabo de 20 horas de la transfeccion, las células se estimularon
con lipopolisacarido (LPS) 10 ng/ml durante 10 horas y la cantidad de TNF-a

producida se determino por el ensayo de ELISA.

3.-Las células de ratdon 4T1 se cultivaron en las condiciones habituales. Estas
celulas expresan el gen del TNF-a de raton de forma natural. Las soluciones

que contienen 100 nM de cada uno de los compuestos y sus controles y un
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10% de suero fetal bovino se incubaron unos minutos antes de su adicion a las
celulas. Al cabo de 24 h se determiné la cantidad de TNF-a producida por las

celulas mediante un ensayo de tipo ELISA.

Preparacion de células adherentes mononucleares de sangre periférica

(PBMC, del inglés “peripheral blood mononuclear cells”)

Las PBMC se obtuvieron a partir de plasma humano utilizando la separacién
por gradientes de densidad utilizando Ficoll. Las poblaciones enriquecidas de
monocitos se aislaron por su adherencia en plastico. Después de 3 horas de
incubacion a 37°¢ C, las celulas se transfectaron con los compuestos y sus
controles durante 18 horas utilizando DOTAP (Roche) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los sobrenadantes de células se colectaron y la
cantidad de TNF-a producida bajo immunoestimulaciéon se determiné por
ELISA.

Para evaluar los efectos secundarios de la transfeccion de los compuestos y
sus controles, independientes del gen diana que se quiere silenciar, se realizbé
la transfeccién del cultivo primario de macréfagos con s.m, OMe, OMe-Prop y
con Scr. Como puede observarse en la Figura 1B, OMe-Prop muestra una
mejora clara en la eficiencia inhibitoria, incrementado la resistencia a las
nucleasas. Este efecto beneficioso se vuelve a reproducir cuando se utiliza
OMe-Prop en células 4T1 (Figura 1C).

La capacidad inmunoestimuladora de los pARNi modificados se analizaron en
PBMC procedentes de humanos sanos. Los pARNi disefiados para inhibir el
TNF-a de ratén no pueden inhibir la expresion del TNF-a humano producido
por las PBMC. Asi, si se produce una estimulacion de la producciéon de TNF-a
humano, esta estimulacion es un efecto inespecifico. En la figura 2 se muestra
la produccién de TNF-a humano como respuesta no especifica de la adicidén de
pARNI sin modificar o0 modificados. En esta figura se muestra claramente que
OMe-Prop, produce una reduccion del 20 al 50% de la actividad
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inmunoestimuladora, comparado con s.m., a una concentracion de 10 nM.
Estos datos confirman que las modificaciones desarrolladas en esta invencion
provocan una respuesta inespecifica mucho menor que los pARNi sin
modificar. Por lo tanto se demuestra que los efectos bioldgicos observados son
especificos de la inhibicidn de TNF-a y no una respuesta inmunoldgica general
inducida por los pARNI.

EJEMPLO 3: Inhibicion de TNF-a in vivo.

Se evalud el impacto terapéutico en un modelo de la enfermedad del intestino
inflamado en ratones, administrando los compuestos y sus controles
directamente en el colon distal de los animales enfermos (administracién
rectal). En primer lugar, se evalud la eficacia inhibidora en este modelo animal
midiendo el ARN mensajero (ARNm)} de TNF-a por el meétodo de la
transcriptasa reversa y PCR cuantitativa, directamente sobre los exiractos de

ARN mensajero de colon.

Modelo de colitis inducido por 5% de dexirano sulfato sodico (DSS) en ratones
C57Bl/6

Los experimentos se realizaron con ratones hembras de la cepa C57Bl/6
(Harlan lberica). Los animales se cuidaron en condiciones habituales a una
temperatura de 22° C y una humedad relativa del 70-80%, en ciclos de

fuz/oscuridad de 12 horas.

Todos los protocolos usados con los animales se aprobaron por el comité ético
de la Universidad Autdénoma de Barcelona y los animales se trataron siguiendo

las regulaciones europeas.

La solucion al 5% de DSS se afiadié como agua de bebida a ratones de 10

semanas de vida. 6 animales fueron utilizados como controles sanos y no
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recibieron el tratamiento con DSS. 24 animales recibieron el tratamiento con

DSS (MP Biomedicals; de peso molecular 36-50 kD) en el agua de bebida.
Durante el experimento, todos los animales dispusieron de agua y alimentos ad
libitum (AO4 chow, PanLab). Se controlaron el peso de los animales, la comida

y el consumo de agua diariamente en cada jaula.

Evaluacion del indice de actividad de la enfermedad (IAD)

Durante el periodo del experimento, los animales se examinaron diariamente el
estado de las siguientes variables: (i) estado general del animal, (if) aspecto del
pelo, (iii) aspecto y aparicion de sangre en las heces {(método de bencidina
TMB), (iv) ingestion de comida y bebida (gramos o mi por dia).

El parametro IAD se correlaciona bien con la evaluacion histopatoldgica de la
inflamacion en las invaginaciones intestinales. El IAD se obtiene de la siguiente
ponderacién: % incremento de peso con respecto al dia 1 (PC), de 0 a 4
puntos; consistencia de las heces, de 0 a 4 puntos; aspecto del animal, de 0 a
3 puntos; sangre en heces, de 0 a 3 puntos.

Protocolo de tratamiento con los compuestos v sus controles en el modelo de

colitis
Los compuestos y sus controles se resuspendieron en agua libre de RNAsas y
se mezclaron con Lipofectamina 2000 (Invitrogen, CA, USA). El complejo se

administré en el recto de ratones anestesiados (4 nanomoles por ratén).

Anestesia y eutanasia

Una mezcla de Ketamina y xilazina (Imalgene 1000, Merial labs, Rompun 2%,
Bayer) se inyecto por via intraperitoneal a una dosis de 55:15 mg/kg, diluida en

tampén salino. Los animales se sacrificaron con una sobredosis de halotano y
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la sangre se extrajo via puncion cardiaca. A continuacion, se extrajeron

diferentes 6rganos, que fueron congelados para su analisis posterior.

Actividad de la enzima Mieloperoxidasa (MPQO)

Lta MPO se localiza en los granulos intracelulares de los neutrdfilos
polimorfonucleares (PMNN) y cataliza la conversion de perdxido de hidrégeno
en agua y ion oxigeno. La actividad de MPO es una indicacién cuantitativa del
grado de infiltracion de leucocitos en tejido inflamado. Para la medida de la
actividad de MPO se utiliza O-dianisidina (Sigma) como cromoégeno. Una
unidad de actividad de MPO es la cantidad de enzima que convierte 1 micromol

de perdxido de hidrdégeno en agua, en un minuto.

Histologia

Las muestras de colon de los animales tratados para histologia se lavaron con
solucion salina de fosfato. Para preservar la morfologia y la composicion del
tejido se fijaron con paraformaldehido al 4% y a continuacion se deshidrataron
con un gradiente de etanol. El tejido se fij6 en parafina en presencia de toluol.
El bloque de parafina se corté en secciones de 8 micrometros de grosor, que

se lifleron con hematoxilina/eosina.

Estadistica

Todos los datos obtenidos se representaron y se analizaron estadisticamente
con un paquete informatico (GraphPad Prism version 5.0 para Windows). Los
grupos de tratamiento se analizaron con el método ANOVA de un factor y
ensayo posterior no paramétrico (Newman-Koels). *<0,05%, **<0,01% vy
***<0,001%.

Analisis de los niveles de produccion del ARN mensajero de TNF-a en el colon

de los ratones por PCR cuantitativa.
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Para la purificacion del ARN total tanto de células como de tejidos, se ha
utilizado el RANeasy Mini Kit (Qiagen), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y para la obtencién de ADN molde (ADN copia (ADNc) del ARNm) se
realizé la retrotranscripcion del ARNm, se utilizo el equipo comercial Redy-To-
Go You-Prime First-Strand Beads (Amersham Biosciences) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ADNc obtenido de las muestras a estudiar, se
utiliza como molde para amplificarse mediante la PCR cuantitativa. Para
detectar la modulacidén del mensajero de TNF-a se ha utilizado el ensayo con
sonda Tagman numero MmO00443258 m1 (Assay on Demand Gene
Expression) en el aparato ABI Prism 7700 Sequence Detection System de

Applied Biosystems.

La Figura 3 muestra que el modelo de enfermedad inducido por la
administracién de una solucién el 5% de DSS produce un aumento de los
niveles de TNF-a al cabo de 3 dias de la administracion. Se puede ver el gran
incremento de TNF-a en el colon de los ratones que han sido tratados con DSS
y Scr, en comparacion con los que no han sido tratados con DSS (sanos).

En las condiciones experimentales escogidas (ratones C57Bl/6, 5% de DSS de
peso molecular 36-50 KDa durante 3 dias), el tratamiento con el compuesto
OMe-Prop administrado 56 horas después del inicio del tratamiento con una
solucién al 5% de DSS, redujo los niveles de ARN mensajero de TNF-a en un
40%, demostrando que el pARNi modificado es efectivo en el modelo de colitis

por administracion rectal.

La figura 4 muestra que los compuestos de la invencion son capaces de
detener el desarrollo de la enfermedad como consecuencia de la disminucion
de los niveles de de ARNm de TNF-a. Se analizaron los parametros clinicos de
la enfermedad a los 8 dias después de iniciar el tratamiento con DSS. Los
ratones se trataron con los compuestos y sus controles en los dias 2 y 4,
utilizando 4 nanomoles en cada uno de los tratamientos. La Figura 4 muestra

que el tratamiento con OMe-Prop produce una mejora significativa tanto



10

WO 2012/059612 PCT/ES2011/070740

29

cualitativa como cuantitativa en los parametros clinicos de la colitis en los
animales tratados, en comparacion con los animales tratados con s.m. 0 con
Scr. La longitud del colon (Figura 4D), el peso del colon (Figuras 4A y 4E) y la
relacion longitud/peso del colon (Figura 4F) son significativamente mejores en
los animales tratados con OMe-Prop. El indice de la actividad de la enfermedad
(IAD) (figuras 4B y 4C) indica una mejoria en los animales fratados con OMe-
Prop. Tambien, la valoracién histolégica muestra un impacto beneficioso
importante en los animales tratados con OMe-Prop. El grado de inflamacién
determinado por la actividad MPO (Figura 4G) en extractos de colon tratados
también muestra una reduccidn significativa después del tratamiento con OMe-
Prop. Pero el parametro mas importante, que es el grado de supetrvivencia,
también es claramente mejor en los animales tratados con OMe-Prop,
mostrando que los efectos beneficiosos observados localmente en el grado de
inflamacion del colon se traducen en una mejora significativa del estado

fisiologico general del animal.
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REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto de formula pARNI-P-O-R donde:

i) pARNi es un pequenioc ARN de interferencia que comprende al menos

una modificacion 2’-O-metilo;

ii) -P-O- representa un enlace fosfodiéster que une R a la posicién 3’ de

cualquiera de las cadenas guia y acompafiante del pARNi; y

iif) donde R es un radical que se selecciona entre: un Cy-GCg alquilo
sustituido con al menos un grupo -OH; un C4-Cq cicloalquilo sustituido
con al menos un grupo -OH; un C4-Cs heterocicloalquilo; una cadena
heteroalquilica de entre 2 y 7 atomos, donde al menos uno de los
atomos de la cadena es un atomo de oxigeno o un atomo de azuire,
preferiblemente la cadena esta sustituida con al menos un grupo -OH; y
un heteroarilo cuyo anillo esta formado entre 3 y 6 &tomos y al menos

uno de esos atomos es un atomo de oxigeno.

2.- El compuesto segln la reivindicacion anterior, donde la cadena guia del
pARNi del compuesto de la invencion inhibe o silencia, total o parcialmente, la
expresion de una molécula proinflamatoria.

3.- El compuesto segun la reivindicaciéon anterior, donde la cadena guia inhibe
o silencia la expresidn de al menos uno de los genes de la lista que
comprende: factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); interleuquina 1 beta;

interleuquina 6; e interleuquina 8.

4.- El compuesto segin cualquiera de las dos reivindicaciones antetiores,
donde la cadena guia inhibe o silencia la expresion del gen de TNF-a o del de

la interleuquina 1 beta.
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5.- El compuesto segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores,

donde la cadena guia inhibe o silencia la expresién del gen de TNF-a.

6.- Ef compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R
es un alquilo C4-Cg sustituido con al menos un grupo -OH.

7.- El compuesto segun la reivindicacion anterior, donde R es un alquilo C,-C4
sustituido con uno o dos grupos -OH.

8.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
enlace fosfodiéster une una molécula de 1,2-propandiol o 1,3-propandiol,
preferiblemente de 1,3-propandiol, a la posicidn 3’ de cualquiera de las
cadenas del pARNiI.

9.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R es un

C4-Cg cicloalquilo sustituido con al menos un grupo -OH.

10.- El compuesto segin la reivindicacion anterior, donde el enlace fosfodiéster
une una molécula de 4-ciclohexandiol a la posiciébn 3’ de cualquiera de las
cadenas del pARNI.

11.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R es
un C4-Cg heterocicloalquilo, preferiblemente sustituido con al menos un grupo -
OH.

12.- El compuesto segun la reivindicacion anterior, donde R es un oxetanilo,
aziridinilo, azetidinilo, tetrahidrofuranilo, pirrolidinilo, morfolinilo, ditianilo,

tiomorfolinilo, piperidinilo, tetrahidropiranilo, piperazinilo o tritianilo.

13.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R es
una cadena heteroalquilica de entre 2 y 7 atomos, donde al menos uno de los

atomos de la cadena es un atomo de oxigeno o un atomo de azufre.
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14.- El compuesto segun la reivindicacion anterior, donde R es una cadena
heteroalquilica de entre 4 y 6 atomos donde al menos uno de los atomos de la

cadena es un atomo de oxigeno o un atomo de azufre.

15.- El compuesto segin la reivindicacidon anterior, donde el enlace fosfodiéster
une una molécula de dietilenglicol o dietilenglicoltioéter a la posicién 3’ de

cualquiera de las cadenas del pARN..

16.- El compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde R es
un heteroarilo formado por entre 3 y 6 atomos y al menos uno de esos atomos
es un atomo de oxigeno.

17.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde R
esta unido a través de un enlace fosfodiéster a la posicion 3’ de la cadena

acompanante.

18.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
entre 1y 7 nucledtidos que forman el pARNi comprenden una modificacion 2'-

O-metilo.

19.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
los nucledtidos que forman el pARNi que comprenden la modificacién 2’-O-

metilo estan en el extremo 5'.

20.- El compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
los nucledtidos que forman el pARNi que comprenden modificaciones 2-O-

metilo estan en la cadena acompanante.

21.- El compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde al
menos un nucledtido que forma el pARNiI es un desoxirribonucledtido.
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22.- El compuesto segun la reivindicacion anterior, donde al menos un

nucleotido del extremo 3’ del pARNi es un desoxirribonucleotido.

23.- El compuesto segln cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores,
donde los desoxirribonucledtidos del extremo 3 del pARNi son

desoxirribonucledtidos de timidina.

24.- El compuesto segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores,
donde los desoxirribonucledtidos estan en el extremo 3 de la cadena
acompanante del pARNI.

25.- El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
cada cadena del pARNi comprende entre 15 y 40 nucledtidos.

26.- El compuesto segun cualquiera de las dos reivindicaciones anteriores,

donde la secuencia de la cadena acompafiante del pARNi es SEQ ID NO: 1.

27.- El compuesto segun cualquiera de las tres reivindicaciones anteriores,

donde la secuencia de la cadena guia del pARNi es SEQ ID NO: 5.

28.- El compuesto segun cualquiera de las cuatro reivindicaciones anteriores,
donde la secuencia de la cadena acompafante del pARNi es SEQ ID NO: 1y
la secuencia de la cadena guia del pARNi es SEQ ID NO: 5.

29.- Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto segun

cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

30.- La composicion farmacéutica segun la reivindicacion anterior, que ademas

comprende un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

31.- La composicion farmacéutica segin la reivindicacion anterior, donde el
vehiculo o diluyente es un agente de transfeccion.
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32.- La composicidn farmacéutica segun la reivindicacion anterior, donde el
agente de transfeccion se selecciona de la lista que comprende polietilenglicol,
colesterol, polietilenimida (PEIl), péptidos de penetracidn celular, oligoarginina,
poli-lisina, glicoproteina del virus de la rabia, nanoparticulas de oro,
dendrimeros, nanotubos de carbono y lipidos.

33.- La composicion farmacéutica segun la reivindicacion anterior, donde el
agente de transfeccion es un lipido.

34.- La composicidn farmacéutica segun la reivindicacion anterior, donde el
lipido es un lipido catidnico.

35.- La composicion farmacéutica segun la reivindicacion anterior, donde el

lipido cationico es un liposoma.

36.- La composicion farmacéutica segun cualquiera de las siete
reivindicaciones anteriores, que ademas comprende ofra sustancia

biolbgicamente activa.

37.- Uso del compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28 o de la
composicidén farmaceéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 29 a 36

para la preparacion de un medicamento.

38.- Uso segun la reivindicacion anterior para el tratamiento de una enfermedad

inflamatoria.

39.- Uso segun la reivindicacion anterior para el tratamiento de una enfermedad
que se selecciona de la lista que comprende: enfermedad del intestino
inflamado, artritis reumatoide, osteoartritis y enfermedad pulmonar obstructiva

crénica.
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40.- Uso segun la reivindicacion anterior donde la enfermedad inflamatoria es la

enfermedad del intestino inflamado.
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This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a).for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. Claims Nos.: 1-5, 21-27, 37 (parcialmente); 9-16 (totalmente) , _
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an-
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:
Claims 1-5 and 21-27 are not clear (PCT Article 6) because the siRNA should be defined in terms of its sequence.
Consequently, the search has been carried out for a siRNA with a passenger strand having the sequence of SEQ. ID. NO. 1 and
a guide strand of SEQ. ID. NO. 5.
Claim 37 is confusing (PCT Article 6) because a pharmaceutical composition per se is a medicament. Consequently, this
option has not been taken into account during the search.
Claim 1 is not sufficiently supported by the description (PCT Article 6) because it cannot be deduced from the description that
all the R radicals included in this claim allow the siRNA to maintain its activity. Consequently, the search has been carried out
for a C1-C6 alkyl substituted with at least one -OH group linked by a phosphodiester link to position 3.
Claims 9-16 are not supported by the description (PCT Article 6) because the production of a siRNA with biological activity
and including these radicals cannot be deduced from the information in the present application.

3. D Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).
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This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims. '

2. I:l As all searchable claims could be searched without effort justifying additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

0

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, [:l No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

I:] The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

l:l No protest accompanied the payment of additional search fees.
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1-4.
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documento que define el estado general de la técnica no
considerado como particularmente relevante.

solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la
fecha de presentacidn internacional o en fecha posterior.
documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la
indicada).

documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacién, a una exposicion o a cualquier otro medio.
documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

"T"  documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de
presentacién internacional o de prioridad que no pertenece al
estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir
la comprensién del principio o teorfa que constituye la base

de la invencidn.

"X" documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
una actividad inventiva por referencia al documento

aisladamente considerado.

"Y" documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién

resulta evidente para un experto en la materia.

"&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.
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Recuadro I1 Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de bisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de buisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtn el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. [0 Las reivindicaciones n*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la bisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n*: 1-5, 21-27, 37 (parcialmente); 9-16 (totalmente)
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente:
Las reivindicaciones 1-5, 21-27 no son claras (Art. 6 PCT), ya que el pARNi ha de definirse por su secuencia. Por lo tanto, se ha buscado un
PARNI cuya cadena acompaiiante tenga la secuencia SEQ. ID. NO. 1 y la cadena guia la SEQ. ID. NO. 5.
La reivindicacion 37 resulta confusa (Art. 6 PCT), ya que una composiciéon farmacéutica es en si un medicamento. Por lo tanto, no se ha
tenido en cuenta esta opcién en la bisqueda.
La reivindicacion 1 no esta fundada adecuadamente en la descripcion (Art. 6 PCT). Esto es debido a que de la descripcion no se deduce que
todos los radicales R incluidos en esta reivindicacion permitan al pARNi mantener su actividad. En consecuencia, se ha buscado un alquilo
C;-Cs sustituido con al menos un grupo ~OH, unido mediante enlace fosfodiester a la posiciéon 3°.
Las reivindicaciones de la 9-16 no estan fundadas en la descripcion (Art. 6 PCT), ya que de los datos de la presente solicitud, no se deduce
la obtencién de pARNi con actividad biolégica que incluyan estos radicales.

3. O Las reivindicaciones n*:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Buiisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. D Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
biisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. D Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracidén no requirié el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan s6lo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de btisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n*:

4. D Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de bisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n*:

Indicacion en cuanto a la protesta D Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompaii$ a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagd en el plazo establecido para ello.

D El pago de las tasas adicionales no ha sido acompaiiado de ninguna protesta.
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