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DESCRIPCION
Métodos y compaosiciones para mejorar la eficacia y especificad de FNAI.
Derechos Gubernamentales

Esta invencion se hace por lo menos en parte con el apoyo del gobierno de los Estados Unidos bajo los nos. de
consesion R01 GM62862-01, GM65236-01, y R21 NS44952-01 adjudicado por los Institutos Nacionales de Salud. El
gobierno de los Estados Unidos puede tener ciertos derechos en esta invencion.

Antecedente de la Invencion

Dos tipos de activadores de ARN ~21 nt de silenciamiento de gen post-transcripcional en animales: ARN de
interferencia pequefia (SiARN) y microARN (miARN). Los siARN y miARN se producen mediante la division de
precursores de ARN bicatenario (dsARN) por Dicer, una familia RNasa Il de endonucleasas especificas por dsARN
(Bernstein et al.,2001; Billy et al., 2001; Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001;Knight y
Bass, 2001; Paddison et al., 2002; Park et al., 2002; Provost et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Zhang et al., 2002;
Doi et al.,, 2003; Myers et al., 2003). Los siARN resultan cuando los transposones, virus 0 genes enddgenos
expresan dsARN largo o cuando el dsARN se introduce experimentalmente en células de planta o animal para
activar silenciamiento de gen, un proceso conocido como interferencia de ARN (ARNi) (Fire et al., 1998; Hamilton
and Baulcombe, 1999; Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001 a; Hammond et al., 2001; Sijen et al., 2001;
Catalanotto et al., 2002). En contraste, los miARN son los productos de genes enddgenos, no codificantes cuyos
transcriptos ARN precursores pueden formar bucles de tallo pequefio de los que se dividen miARN maduros por
Dicer (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2002; Mourelatos
et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Ambros et al., 2003; Brennecke et al., 2003; Lagos-Quintana et al., 2003; Lim et
al., 2003a; Lim et al., 2003b). Se codifican miARN en genes distintos de los mMARN cuya expresion ellos controlan.

Los siARN primero se identifican como los determinantes de especificidad de la ruta de interferencia de ARN (ARNI)
(Hamilton y Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000), en donde ellos actian como guias para dirigir la division
endonucleolitica de sus ARN objetivo (Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001 a). Los daplex siARN prototipicos
son 21 nt, los ARN bicatenarios que contienen 19 pares base, con dos nucleétidos, extremos suspendidos 3’
(Elbashir et al., 2001 a; Nykénen et al., 2001; Tang et al., 2003). Los siARN activos contienen fosfatos 5 e hidroxilos
3’ (Zamore et al., 2000; Boutla et al., 2001; Nykanen et al., 2001; Chiu and Rana, 2002). De forma similar, los miARN
contienen grupos fosfato 5’ e hidroxilo 3’, que reflejan su produccion por Dicer (Hutvagner et al., 2001; Mallory et al.,
2002).

En las plantas, los miARN regulan la expresion de proteinas importantes desarrolladas, frecuentemente al dirigir la
division de mARN (Rhoades et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Llave et al., 2002a; Llave et al., 2002b; Xie et al.,
2003; Kasschau et al., 2003; Tang et al., 2003; Chen, 2003). Aungue los miARNde planta muestran un alto grado de
complementariedad con sus objetivos mARN, miARN de animal solo tienen complementariedad limitada para los
mARN cuya expresion ellos controlan (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993; Olsen and Ambros, 1999; Reinhart et
al., 2000; Slack et al., 2000; Abrahante et al., 2003; Brennecke et al., 2003; Lin et al., 2003; Xu et al., 2003). Se
considera que el mMIARN de animal reprime la traducciéon del mARN, que promueve la destruccién de mARN objetivo
(Lee et al., 1993; Wrightman et al., 1993; Olsen and Ambross, 1999; Brennecke et al., 2003). La evidencia actual
sugiere que las dos clases de ARN pequefios son funcionalmente intercambiables, con la eleccion de la divisién de
mMARN o represidn traduccional determinada Unicamente por el grado de complementariedad entre el ARN pequefio
y su objetivo (Hutvagner and Zamore, 2002; Doench et al., 2003). Adicionalmente, los siARN y los miARN se
encuentran en complejos similares, si no idénticos, que sugieren que un Unico complejo bifuncional — complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC) - media la division y el control traduccional (Mourelatos et al., 2002;
Hutvagner and Zamore, 2002; Caudy et al., 2002; Martinez et al., 2002). No obstante, los estudios en plantas y
animales muestran que en estado de equilibrio, los siARN y los miARN difieren en por lo menos un respecto crucial:
in vivo y e vitro, los siARN son bicatenarios, aunque los miARN son monocatenarios (Lee et al., 1993; Hamilton and
Baulcombe, 1999; Pasquinelli et al., 2000; Reinhart et al., 2000; Elbashir et al., 2001a; Djikeng et al., 2001; Nykanen
et al.,, 2001; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 2001; Lagos-Quintana et al., 2002;
Reinhart et al., 2002; Llave et al., 2002a; Silhavy et al., 2002; Llave et al., 2002b; Tang et al., 2003).

Los duplex siARN se pueden ensamblar en RISC en la ausencia de mARN objetivo, in vivo e in vitro (Tuschl et al.,
1999; Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000). Cada RISC solo contiene una de las dos hebras del duplex
siARN (Martinez et al., 2002). Debido a que los duplex siARN no tienen conocimiento anterior de lo cual la hebra
siARN guiara la division objetivo, ambas hebras se pueden unir con las proteinas apropiadas para formar un RISC.
Previamente, nosotros y otros muestran que ambas hebras siARN son competentes para dirigir ARNi (Tuschl et al.,
1999; Hammond et al., 2000; Zamore et al., 2000; Elbashir et al., 2001b; Elbashir et al., 2001a; Nykanen et al.,
2001). Es decir, la hebra anticodificante de un siARN puede dirigir la divisibn de un objetivo ARN codificante
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correspondiente, aunque la hebra siARN codificante dirige la divisién de un objetivo anticodificante. En esta forma, el
duplex siARN parece ser funcionalmente simétrico. La capacidad de controlar que hebra de un diplex siARN entra
en el complejo RISC para dirigir la division de un objetivo ARN correspondiente proporcionaria un avance
significativo para la investigacion y las aplicaciones terapéuticas de tecnologia de ARNi.

Resumen de la Invenciéon

Una etapa clave en la interferencia de ARN (ARNi) es el ensamble de un complejo de ARN de proteina
cataliticamente activa, el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), que media la division de ARN
objetivo. La presente invencion se basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento de las dos hebras de un duplex
siARN que no contribuye igualmente al ensamble de RISC. Las estabilidades absoluta y relativa de los pares bases
en el extremo 5’ de las dos hebras siARN determina el grado al cual cada hebra participa en la ruta de ARNi. De
hecho, el siARN puede ser funcionalmente asimétrico, con solo una de las dos hebras capaces de activar el ARNi.
La presente invencién también se basa en el descubrimiento que los miIARN monocatenarios se generan
inicialmente como duplex similares a siARN cuyas estructuras predestinan una hebra a ingresar al RISC y la otra
hebra a ser destruida. Este hallazgo ayuda a explicar la biogénesis de los miARN monocatenarios; la hebra de
miARN de un intermedio similar a ddplex siARN de larga vida se ensambla en un complejo RISC, provocando que se
acumulen miARN in vivo como ARN monocatenarios.

La presente invencion se basa adicionalmente en el descubrimiento que el RISC puede dividir los objetivos de ARN
con hasta cinco emparejamientos incorrectos contiguos en el extremo 5’ siARN y ocho emparejamientos incorrectos
en el extremo 3’ siARN, lo que indica que las bases 5’ contribuyen desproporcionalmente a la unién de ARN objetivo,
pero no juegan un papel en determinar el indice catalitico, kcat. Este hallazgo explica que las secuencias 5’, central
y 3’ de la hebra guia siARN funcionan para dirigir la division objetivo.

La invencion se basa adicionalmente en el descubrimiento que las bases 3’ del siARN contribuyen mucho menos
que las bases 5 a la longitud general de la unién, pero en su lugar ayuda a establecer la geometria helicoidal
requerida para la division objetivo mediada por RISC, consistente con la vista que la catdlisis por RISC requiere una
hélice central en forma de A (Chiu et al., 2003). Este hallazgo indica que la complementariedad es esencial para
represion traduccional mediante siARN disefiados para actuar como miARN de animal, que tipicamente represionan
la traduccion (Doench et al., 2004).

La presente invencion se basa adicionalmente en el descubrimiento que cuando un siARN falla en hacer par con los
primeros tres, cuatro o cinco nucledtidos del ARN objetivo, el enlace fosfodiéster cortado en el ARN objetivo no se
cambia; por coincidir perfectamente el siARN, el RISC mide el sitio de la division del extremo 5’ siARN (Elbashir et
al., 2001; Elbashir et al., 2001). Este hallazgo indica que la identidad del fosfato que se puede dividir se determina
antes del encuentro del RISC con su ARN objetivo, quizas debido a que la endonucleasa RISC se posiciona con
respecto al extremo 5’ siARN durante el ensamble de RISC

De acuerdo con lo anterior, la actual invencion caracteriza métodos para mejorar la eficacia y especificidad de ARNi.
También se proporciona un método para reducir el silenciamiento de un objetivo inadvertido mediante un agente
ARNiI. La invencién que caracteriza adicionalmente composiciones, que incluyen siARN, shARN, asi como también
vectores y transgenes, para mediar ARNi. Los agentes ARNi de la invencidn han mejorado la especificidad y eficacia
en mediar el silenciamiento de un gen objetivo.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada y
reivindicaciones.

Breve Descripcion de los Dibujos

Figura 1. El ARNi mediado por siARN monocatenarios o diplex asimétricos. (A) El esquema muestra
porciones relevantes de las secuencias de ARN objetivo codificante y anticodificante. (B) El esquema muestra la
secuencia duplex de siARN y la gréfica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes.
(C) El esquema muestra las secuencias siARN de hebras Unicas individuales y la gréfica que describe ARNi
mediado por las hebras sencillas. (D) La gréfica de barras que describe la fraccion de siARN total presente como
monocatenario. (E) El esquema muestra "la secuencia duplex de siARN que contiene pares bases tambaleantes G:U
y la grafica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes.

Figura 2. ARNi mediado por los duplex de siARN asimétricos. (A) El esquema muestra porciones
relevantes de las secuencias de ARN objetivo codificante y anticodificante. (B) El esquema muestra la secuencia
duplex de siARN vy la grafica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (C) El
esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene emparejamientos incorrectos A:U y la grafica que
describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (D) El esquema muestra la secuencia duplex
de siARN que contiene emparejamientos incorrectos G:U y la grafica que describe ARNi mediado por las hebras
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codificantes y anticodificantes. (E) El esquema muestra la secuencia diplex de siARN que contiene un
emparejamiento incorrecto C:A y la grafica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y
anticodificantes.

Figura 3. ARNi mediado por los duplex de siARN asimétricos. (A) El esquema muestra porciones
relevantes de las secuencias de ARN objetivo codificante y anticodificante. (B) El esquema muestra la secuencia
duplex de siARN vy la grafica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (C) El
esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene emparejamientos incorrectos A:G y la grafica que
describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (D) El esquema muestra la secuencia duplex
de siARN que contiene emparejamientos incorrectos C:U y la grafica que describe ARNi mediado por las hebras
codificantes y anticodificantes. (E) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene el par base A:U
y la gréfica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (F) El esquema muestra la
secuencia duplex de siARN que contiene emparejamientos incorrectos A:G y la gréfica que describe ARNi mediado
por las hebras codificantes y anticodificantes. (G) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene
emparejamientos incorrectos C:U y la gréfica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y
anticodificantes. (H) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene el par base A:U y la grafica
gue describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. () El esquema de monocatenarios
individuales de los siARN vy la grafica que describe ARNi mediado por los monocatenarios individuales.

Figura 4. ARNi mediado por los diplex de siARN asimétricos que contienen inosina. (A) El esquema
muestra la secuencia duplex de siARN que tiene inosina en el extremo 5’ de la hebra codificante y la grafica que
describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (B) El esquema muestra la secuencia duplex
de siARN que tiene inosina en el extremo 5’ de la hebra anticodificante y la grafica que describe ARNi mediado por
las hebras codificantes y anticodificantes. (C) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene
inosina en ambas hebras y la gréfica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (D)
El esquema muestra hebras siARN individuales que contienen inosina y la grafica que describe ARNi mediado por
los monocatenarios individuales.

Figura 5. La division simétrica de pre-let-7 por Dicer. (A) Analisis de los productos de divisién producidos
en el lado 5’ de la corriente precursora (let-7). (B) Analisis de los productos de division producidos en el lado 3’ de la
corriente precursora (let-7*). (C)  Diser conceptual de pre-let-7 en un siARN pre-let-7 deducido.

Figura 6. Andlisis de genes miARN Drosofila para el miARN y mARN* predicho. (A) Dicer Conceptual

de 26 genes miARN Drosofila pulicados en siARN duplex deducido. (B) Cantidades de miR-10 y miR-10* detectadas
in vivo.

Figura 7. El esquema representa el mecanismo del ensamble de RISC de pre-miARN o dsARN.

Figura 8. Reduccion de silenciamiento sin objetivo mediante la hebra codificante. (A) Las secuencias de
ARN objetivo sod1 codificante y anticodificante. (B) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN y la grafica
que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (C) El esquema muestra la secuencia
duplex de siARN que contiene el par base oscilante G:U y la gréafica que describe ARNi mediado por las hebras
codificantes y anticodificantes. (D) El esquema muestra hebras siARN individuales y la grafica que describe ARNi
mediado por los monocatenarios individuales. (E) El analisis termodinamico de los extremos 5 de la hebra siARN
para el duplex siARN en (B). AG (kcal/mol) de calcula en 1M NaCl a 37°C.

Figura 9. Mejoramiento de silenciamiento mediante la hebra anticodificante. (A) El esquema muestra
porciones relevantes de las secuencias de ARN objetivo codificante y anticodificante. (B) El esquema muestra la
secuencia duplex de siARN y la gréafica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y anticodificantes.
(B) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN que contiene el par base A:U y la grafica que describe ARNi
mediado por las hebras codificantes y anticodificantes. (C) El esquema muestra la secuencia duplex de siARN que
contiene emparejamientos incorrectos A:G y la grafica que describe ARNi mediado por las hebras codificantes y
anticodificantes. (D) El analisis termodinamico de los extremos 5’ de la hebra siARN para el duplex siARN en (B). AG
(kcal/mol) de calcula en 1M de Nacl a 37°C.

Figura 10. La estabilidad termodinamica relativa de los primeros cuatro pares base de las hebras siARN
explica la asimetria funcional siARN. El analisis termodinamico de los extremos 5’ de la hebra siARN para los siARN
en las Figuras 1B y 1E. AG (kcal/mol) se calcula en 1M de NaCl a 37°C.

Figura 11. Los primeros cuatro pares base del duplex siARN determinan la actividad especifica de la
hebra. Los emparejamientos incorrectos Unicos de nucledtido internas (A-F) cerca al extremo 5 de una hebra siARN
generan asimetria funcional, pero no los pares G:U oscilantes internos (G-I).
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Figura 12. indice incrementado de eficiencia siARN cuando los duplex tienen colas con emparejamiento
incorrecto dTdT.

Figura 13. La liberacion del producto limita el indice de catélisis mediante RISC. (a) El ATP estimula
multiples rondas de divisién RISC del objetivo de ARN. Se incuba siARN con ATP en el lisato de embrién Drosofila,
luego el NEM se agrega para apagar el ensamble de RISC y para incapacitar el sistema de regeneracion ATP. La
energia que regenera el sistema se restaura al agregar quinasa creatina adicional (+ATP) o la reaccion es ATP
agotado al agregar hexoquinasa y glucosa (-ATP). ARN objetivo. La concentracién es 49 nM y la concentracién de
RISC es -4 nM. La secuencia de siARN se da en la Figura 21. (b) En la ausencia de ATP, la division mediante RISC
produce un estado de pre-equilibrio aunque igual, dentro del error, en la concentracion de RISC activo. La
concentracion objetivo es 110 nM y la concentracion RISC es -4 nM. (c) La catalisis mediante RISC no se mejora por
ATP bajo condiciones simples de recambio. El RISC esta presente en exceso de molde -8- sobre el objetivo. Cada
punto de datos representa el promedio de dos ensayos.

Figura 14. En la ausencia de ATP, los emparejamientos incorrectos entre el extremo 3’ de la hebra guia
siARN y el ARN objetivo facilita la liberacién del producto, pero reduce el indice de division objetivo. (a) Las
secuencias SiARN representativas se muestran alineadas con la secuencia objetivo. La hebra guia siARN esta en
color (5" a 3’) y el emparejamiento incorrecto con el sitio objetivo se resalta en amarillo. Una lista completa de las
secuencias SiARN aparece en la Figura 21. (b) El indice de estado de equilibrio de la divisién en la presencia y
ausencia de ATP se determina para siARNs con cero a cuatro emparejamientos incorrectos 3’ con el sitio objetivo. El
ARN obijetivo la concentracion es 49 nM y la concentracion de RISC es -4 nM (sin emparejamientos incorrectos) o -6
nM (1 a 4 emparejamientos incorrectos). La velocidad de equilibrio con ATP, con relacion a la velocidad sin ATP se
muestra para cada siARN. (c) El curso de tiempo de la divisién para coincidir perfectamente (-16 veces de exceso de
RISC con relacion al objetivo) y emparejamientos incorrectos (-80 veces de exceso de RISC) siARN. (d) Los datos
representativos de aquellos utilizados en el analisis en (c) para la division objetivo dirigida mediante los siARN con
cero, cuatro, y cinco emparejamientos incorrectos 3’.

Figura 15. Tolerancia destacada de RISC para emparejamientos incorrectos 3'. (a) cada coincidencia 3’
adicional reduce adicionalmente el indice de la division mediante RISC. Los indices de estado de equilibrio de la
division se determinan para siARN con cero, una, dos, y cuatro emparejamientos incorrectos bajo mudltiples
condiciones de recambio (-49 nM mARN objetivo y -4-6 nM de RISC). (b) Los analisis de siARN llevan cero a cinco
emparejamientos incorrectos 3’ con el ARN objetivo bajo condiciones de exceso ligero de enzima (-2 veces mas
RISC que el objetivo). Las secuencias siARN utilizadas en (a) y (b) se muestran en la Figura 14A y Figura 21. (c) El
analisis de punto final extendido de division RISC bajo condiciones de -80 veces exceso de enzima revela que la
division puede ocurrir para los siARN con tanto como ocho emparejamientos incorrectos con el ARN objetivo. Note
las escalas de tiempo diferentes en (c) versus (b). Todas las reacciones estan bajo las condiciones estandar in vitro
ARNi (+ATP).

Figura 16. Tolerancia limitada de RISC para 5’ emparejamientos incorrectos. (a) La division de RISC se
analiza como en la Figura 21C utilizando siARN 5’ no coincidentes, cuyas secuencias se dan en la Figura 21. El ARN
objetivo es el mismo para todos los siARN. (b) La divisién de RISC se analiza utilizando una secuencia siARN Unica.
Se crean emparejamientos incorrectos al alterar la secuencia del ARN objetivo. Para el objetivo que contiene
mutaciones compensatorias, la concentracion objetivo es 0.25 nM y la concentracién de siARN es -20 nM.; La
concentracion de RISC no se determina. El asterisco denota un segundo punto de tiempo 15. (c) La division de RISC
se analiza al incubar 50 nM de siARN con 0.5 nM de ARN objetivo. Se crean emparejamientos incorrectos 3" al
modificar la secuencia objetivo, y los emparejamientos incorrectos 5 al cambiar el siARN. El objetivo y las
secuencias siARN se dan en la Figura Complementaria 3. (d) La formacién de par base perfecta y el emparejamiento
incorrecto 5’ de los siARN dirigen la divisibn en la misma unién fosfodiéster. Las reacciones de division se
desarrollan con -20 nM de RISC generado de 50 nM de siARN y 0.5 nM de ARN objetivo y se analizan en un gel de
secuenciamiento de 8% de poliacrilamida desnaturalizante. El mARN objetivo es 182 nt y el producto de division &
es 148 nt. Después que se ensambla RISC, el extracto se trata con NEM para inactivar nucleasas (Schwartz et al.,
2004). Después del tratamiento de NEM, el sistema de regeneracion ATP se almacena al agregar quinasa creatina
adicional, luego el ARN objetivo se agrega y la incubacién contintia durante el tiempo indicado. El OH denota una
escalera de hidrolisis base.

Figura 17. El analisis Michaelis-Menten y Ki para siARN emparejados y con emparejamientos incorrectos
revelan distintas contribuciones para la unién y catdlisis para las regiones 5’, central, y 3’ del siARN. (a) el siARN se
ensambla en RISC bajo condiciones estandar in vitro ARNi, luego de diluye para alcanzar la concentracion de RISC
deseada. Las relaciones iniciales de la division se determinan para incrementar las concentraciones de mARN
objetivo radiomarcado con 32P-cap 5'. El grafico de velocidad inicial versus la concentraciéon de sustrato. El KM y
Vmax se determinan al fijar los datos a la ecuacién Michaelis-Menten. Ver Tabla 1 para andlisis. Las
determinaciones de indice inicial representativas aparecen en la Figura 20A. (b) Los valores Ki se determinan en
ensayos de competicion utilizando oligonucleétidos 2’-O-metilo que llevan emparejamientos incorrectos 5’, central, y
3’ en la hebra guia siARN. Los datos representativos se presentan en la Figura 20B, y una lista completa de los
oligonucledtidos 2’-O-metilo utilizados aparecen en la Figura 21.
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Figura 18. Un modelo para el ciclo del ensamble de RISC, el reconocimiento objetivo, catalisis, y
reciclaje.

Figura 19. El RISC programado exdégenamente es una enzima auténtica siARN se ensambla en RISC
durante 1 hora en una reaccion ARNi in vitro ARNi estandar, luego el ensamble se apaga con maleimida N-etilo
(NEM)21,29. La cantidad de RISC formada se determina al medir siARN radiomarcado 32P se retiene en un anclaje
5'-biotinilado, 31-nt, oligonucledtido 2’-O-metilo complementario a la hebra guia del siARN. ElI RISC se unen
esencialmente irreversiblemente en un anclaje los oligonucleétidos 2’-O-metilo, pero no pueden dividir estos analisis
de ARN (Hutvagner et al., 2004; Schwartz et al., 2003). En todos los experimentos, la actividad de divisién objetivo
no se detecta en el sobrenadante, demostrando que se retiene todo el RISC activo en los glébulos. (a) La secuencia
del del siARN utilizado (cepa guia en rojo, marcado con 32P-radiomarcado con un asterisco). No se expresa
Drosofila let-7 en embriones de 0-2 horas (Hutagner et al., 2001), ya que solo la fuente de let-7 en las reacciones in
vitro es el SiARN let-7 exdégeno. El extremo 5 de la hebra guia del siARN let-7 se predice que es
termodinamicamente mas estable que el extremo 5’ de la hebra pasajera, que explica porqué solo se forman bajas
concentraciones del RISC programado let-7 (Schwartz et al., 2003, Khvorova et al., 2003). La cantidad maxima del
ensamble RISC varia ampliamente con la secuencia siARN. Los siARN utilizados en las Figuras 3-8 se disefian para
carga =5-veces mas hebra guia-que contiene RISC (Hutvagner et al., 2001; Schwartz et al., 2003) (b) El gel
representativo confirma que el RISC se remueve por el anclaje de oligonucleétido 2’-O-metilo. Una reaccion antes de
incubacién con el anclaje de oligonucleétido 2’-O-metilo (pre) cuando se compara con el sobrenadante de una
reaccion se incuba con los glébulos solos (simulados), y el sobrenadante de una reaccién se incuba con anclaje de
oligonucledtido 2’-O-metilo complementario (post). La reaccién amortiguadora no contiene siARN. (c) El andlisis de
la cantidad de ensamble RISC en varias concentraciones siARN. Se incuba siARN 32P-radiomarcado 5’ con el lisato
durante 1 hora, luego las reacciones se apagan mediante tratamiento con NEM, y la concentracion de RISC se mide
utilizando el método de anclaje de oligonucleétido 2’-O-metilo.

Figura 20. El andlisis Michaelis-Menton y Competidor de RISC (a) Los datos representativos para la
determinacion de las velocidades iniciales para el siARN perfectamente coincidente. Negro, 1 nM objetivo; rojo, 5
nM; azul, 20 nM; y verde, 60 nM. (b) Tres experimentos independientes para inhibicion mediante un competidor de
oligonucledtido 2’-O-metilo completamente complementario. Se incuban -1 nM RISC y 5 nM de mARN objetivo
radiomarcado 32P-cap con concentracion incrementada del competidor, y se calculan las velocidades iniciales y se
grafican versus la concentracién de competidor.

Figura 21. siARN, sitios objetivo, y oligonucledtidos 2’-O-metilo utilizados en este estudio del analisis
Cinético de la Tabla 1 de RISC.

Descripcion Detallada de la Invencién

Una etapa clave en la interferencia de ARN (ARNi) es el ensamble de un complejo de ARN de proteina
cataliticamente activa, el complejo silenciamiento inducido por ARN (RISC), media la division del ARN objetivo. Cada
RISC contiene una de las dos hebras del duplex ARN de interferencia pequefia (SiARN) que activa ARNi. La actual
invencién se basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento que las dos hebras de siARN no contribuyen
igualmente al ensamble de RISC. Se encuentra que los cambios pequefios en la secuencia de siARN tienen efectos
predecibles y profundos en el grado en el cual las dos hebras de un dudplex siARN entran a la ruta ARNi, un
fenémeno llamado “asimetria” siARN funcional. Los descubrimientos descritos aqui revelan que la longitud de las
interacciones de par base hechas por el extremo 5 de cada hebra siARN con la regién 3’ de la hebra a la cual este
se forma en par determina que las dos hebras participan en la ruta de ARNi. El ensamble de RISC parece estar
gobernado por una enzima que inicia el desenvolvimiento de un duplex siARN en la hebra siARN cuyo extremo 5’ es
menos fuertemente pareado en la hebra siARN complementaria.

Remarcablemente, tales duplex de siARN altamente asimétricos reensamblan los intermedios propuestos en la ruta
de biogénesis de microARM (miARNSs) (Hutvagner y Zamore, 2002; Reinhart et al., 2002; Lim et al., 2003b). Los
miARN son enddgenos, ARN -21-nt monocatenarios procesados por Dicer de precursores de ARN de bucle —tallo
que regulan la expresion del gen en animales y plantas. Una caracteristica notable de los precursores de miARN es
su carencia de complementariedad completa en la regién de tallo. Los descubrimientos presentados aqui indican un
papel importante para las discontinuidades en la regién de tallo de miARN; esto es como los miARNs que se
generan inicialmente de sus ARN precursores como los duplex similares a siARN, y que la estructura de estos
duplex predestina que la hebra de miARN ingrese al RISC y la otra hebra se destruye. Asi, la naturaleza parece
haber optimizado la porcion de tallo de los miARN para seguir un conjunto de reglas que dictan que la hebra ingresa
al complejo RISC.

Los descubrimientos hechos por los actuales inventores proporcionan reglas a las que los siARN y los shARN se
pueden disefiar por ser completamente asimétricos, con solo una de las dos hebras siARN competentes para
ingresar al complejo RISC. Al aplicar estas reglas a la seleccién y disefio de un agente ARNi objetivo, por ejemplo,
los siARN y los shARN, la hebra anticodificante del agente ARNi se puede dirigir predeciblemente para ingresar al
complejo RISC y media la division del ARN objetivo. De forma similar, la hebra codificante se puede alentar para que
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ingrese al complejo RISC, reduciendo o eliminando por lo tanto el silenciamiento objetivo inadvertido por la hebra
codificante.

De acuerdo con lo anterior, la actual invencién proporciona métodos para mejorar la eficiencia (o especificidad) de
una reaccion de ARNi que comprende identificar una actividad ARNi objetivo que mediado por la hebra codificante
de un agente ARNi, y modificar el agente ARN de tal manera que la resistencia de par base entre el extremo 5’ de la
hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante es menor con relacion a la resistencia de par base del
extremo 5’ de la hebra codificante y el extremo 3’ de la hebra anticodificante (por ejemplo, con relacién al agente
ARNi premodificado), de tal manera que la hebra codificante es menos efectiva en el ingreso a RISC (por ejemplo,
menos efectiva que el agente ARNi premodificado).

La actual invencion también proporciona métodos para mejorar la eficiencia (o especificidad) de una reaccién de
ARNi que comprende modificar (por ejemplo, incrementar) la asimetria del agente ARNi de tal manera que la
capacidad de la hebra codificante por mediar el ARNi (por ejemplo, mediar la division del ARN objetivo) es menor.
En realizaciones preferidas, se incrementa la asimetria en favor del extremo 5’ de la hebra anticodificante, por
ejemplo, disminuir la longitud de union (por ejemplo, la longitud de la interaccion) entre el extremo 5 de la hebra
anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante con relacién a la longitud de unién (por ejemplo, la longitud de
la interaccion) entre el extremo 5 de la hebra codificante y el extremo 3’ de la hebra anticodificante. En otras
realizaciones, la asimetria se incrementa en favor del extremo 5’ de la hebra anticodificante al incrementar la longitud
de union (por ejemplo, la longitud de la interaccion) entre el extremo 5’ de la hebra codificante y el extremo 3’ de la
hebra anticodificante, con relacion a la longitud de unién (por ejemplo, la longitud de la interaccion) entre el extremo
5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante. En las realizaciones de la invencion, la longitud
de unién se incrementa, por ejemplo, la union H se incrementa entre nucleétidos o analogos en el extremo 5, por
ejemplo, dentro de 5 nucledtidos de la hebra codificante (numerados del extremo 5 de la hebra codificante) y
nucleétidos complementarios de la hebra anticodificante. Se entiende que la asimetria puede ser cero (es decir, sin
asimetria), por ejemplo, cuando los enlaces o pares base entre las bases de terminal 5’ y 3’ que son de la misma
naturaleza, longitud o estructura. Mas rutinariamente, sin embargo, existe alguna asimetria debido a la naturaleza
diferente, longitud o estructura de por lo menos un nucledtido (frecuentemente uno o mas nucleétidos) entre los
nucleétidos terminales o analogos de nucleotido.

De acuerdo con lo anterior, en un aspecto, la actual invencién proporciona un método para mejorar la capacidad de
una hebra anticodificante de un agente ARNi para actuar como un hebra guia en mediar ARNi, que comprende
disminuir la resistencia de par base entre el extremo 5 de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra
codificante del duplex cuando se compara con la resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra
anticodificante y el extremo 5 de la hebra codificante, en donde el extremo 5 de las hebras codificantes y
anticodificantes es los cinco nucleétidos en el terminal 5’ de las hebras respectivas, y el exiremo 3’ de las hebras
codificantes y anticodificantes es la region de cinco nucleétidos en el terminal 3’ de las hebras respectivas que es
complementario con el extremo 5’ de las hebras complementarias respectivas.

En donde el agente ARNi es un duplex siARN, el duplex siARN comprende una hebra codificante y una hebra
anticodificante, la eficacia del diplex siARN se puede mejorar al disminuir la resistencia de par base entre el extremo
5’ de la hebra anticodificante (AS 5’) y el extremo 3’ de la hebra codificante (S 3’) cuando se compara con la
resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra anticodificante (AS 3’) y el extremo 5’ de la hebra codificante
(S ’5), de tal manera que la eficacia se mejora.

Como se describe aqui, la entrada de una hebra deseada de un duaplex siARN en un complejo RISC se puede
promover al mejorar la asimetria del diplex siARN, de tal manera que se promueve la entrada de la hebra deseada.
La asimetria se puede mejorar al disminuir la resistencia de par base entre el extremo 5’ de la hebra deseada y el
extremo 3’ de una hebra complementaria del duplex cuando se compara con la resistencia de par base entre el
extremo 3’ de la hebra deseada y el extremo 5’ de la hebra complementaria.

En una realizacion de estos aspectos de la invencion, la resistencia de par base es menor debido a pocos pares
base G:C entre el extremo 5’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la segunda o la hebra
codificante que entre el extremo 3’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 5’ de la segunda o la hebra
codificante.

En otra realizacion, la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base de emparejamiento
incorrecto entre el extremo 5’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la segunda o la hebra
codificante. Preferiblemente, el par base de emparejamiento incorrecto se selecciona del grupo que consiste de G:A,
CA CU, GG, AA CCyUU.

En una realizacién, la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base oscilante, por ejemplo,
G:U, entre el extremo 5’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la segunda o la hebra codificante.
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En otra realizacion, la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base que comprende un
nucleétido raro, por ejemplo inosina (I). Preferiblemente, el par base se selecciona del grupo que consiste de un [:A,
Uy I:C.

En todavia otra realizacién, la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base que comprende
un nucleétido modificado. En realizaciones preferidas, el nucleétido modificado se selecciona del grupo que consiste
de 2-amino-G, 2- amino-A, 2,6-diamino-G, y 2,6-diamino-A.

La actual invencién también proporciona un duplex siARN que comprende una hebra codificante y una hebra
anticodificante, en donde la resistencia de par base entre el extremo 5 de la hebra anticodificante (AS 5’) y el
extremo 3’ de la hebra codificante (S 3’) es menor que la resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra
anticodificante (AS 3’) y el extremo 5’ de la hebra codificante (S ’5), de tal manera que la hebra anticodificante guia
preferiblemente la division de un mARN objetivo, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo
menos un par base de emparejamiento incorrecto entre el AS 5’ y el S 3’, o la resistencia de par base es menor
debido a por lo menos un par base oscilante entre el AS 5’y el S 3, o la resistencia de par base es menor debido a
por lo menos un par base que comprende un nucle6tido raro, o la resistencia de par base es menor debido a por lo
menos un par base que comprende un nucleétido modificado, y en donde el extremo 5’ de las hebras codificantes y
anticodificantes es los cinco nucledtidos en el terminal 5’ de las hebras respectivas, y el exiremo 3’ de las hebras
codificantes y anticodificantes es la region de cinco nucleétidos en el terminal 3’ de las hebras respectivas que es
complementario con el extremo 5’ de las hebras complementarias respectivas.

En varias realizaciones de estos aspectos de la invencion, el agente ARNi es un duplex siARN o se deriva de un
precursor construido por ingenieria, y se puede sintetizar quimicamente o sintetizar enziméaticamente.

En otro aspecto de la actual invencién, se proporcionan composiciones que comprenden un duplex siARN de la
invencién formulada para facilitar la entrada de el ddplex siARN en una célula. También se proporcionan
composiciones farmacéuticas que comprenden un diplex siARN de la invencion.

Se proporciona adicionalmente un pre-miARN construido por ingenieria que comprende el duplex siARN de una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, asi como también un vector que codifica el pre-miARN. En aspectos
relacionados, la invencion proporciona un pri-miARN que comprende el pre-miARN, asi como también un vector que
codifica el pri-miARN.

También se caracterizan en la actual invencion ARN de horquilla pequefia (sShARN) que comprende la secuencia de
nucleétido idéntica a la hebra codificante y anticodificante del duplex siARN. En una realizacion, las secuencias de
nucleotido idénticas a la hebra codificante estan en la direccién 5 de las secuencias de nucle6tido idénticas a la
hebra anticodificante. En otra realizacion, las secuencias de nucleétido idénticas a la hebra anticodificante estan en
la direccion 5 de las secuencias de nucleétido idénticas a la hebra codificante. Se proporcionan adicionalmente
vectores y transgenes que codifican los shARN de la invencion.

En todavia otro aspecto, la invencién proporciona células que comprenden los vectores caracterizados en la actual
invencion. Preferiblemente, la célula es una célula de mamifero, por ejemplo, una célula humana.

En otros aspectos de la invencién, el ARNi o duplex siARN se puede utilizar en métodos para mejorar silenciamiento
de un mARN objetivo, que comprende poner en contacto una célula que tiene una ruta de ARNi con el agente ARNi
0 siARN bajo condiciones de tal manera que silenciamiento se mejora.

El agente ARNi o duplex siARN se puede utilizar en métodos para mejorar silenciamiento de un mARN objetivo en
un sujeto, que comprende administrar al sujeto una composicion farmacéutica que comprende el agente ARNi de
una cualquiera de las reivindicaciones precedentes de tal manera que el silenciamiento se mejora.

Se proporciona adicionalmente un método para reducir el silenciamiento de un mARN objetivo inadvertido mediante
un agente dsARNI, el agente dsARNi comprende una hebra codificante y una hebra anticodificante que involucra las
etapas de: (a) detectar un grado significativo de complementariedad entre la hebra codificante y el objetivo
inadvertido; y (b) mejorar la resistencia de par base entre el extremo 5’ de la hebra codificante y el extremo 3’ de la
hebra anticodificante con relacion a la resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra codificante y el
extremo 5’ de la hebra anticodificante; de tal manera que el silenciamiento del mMARN obijetivo inadvertido se reduce;
en donde el extremo 5’ de las hebras codificantes y anticodificantes es los cinco nucleétidos en el terminal 5’ de las
hebras respectivas, y el extremo 3’ de las hebras codificantes y anticodificantes es la region de cinco nucle6tidos en
el terminal 3’ de las hebras respectivas que es complementario con el extremo 5 de las hebras complementarias
respectivas. En una realizacion preferida, el silenciamiento del mARN objetivo inadvertido se reduce con relacion al
silenciamiento de un mARN objetivo deseado.

Con el fin de que la invencion se pueda entender mas facilmente, primero se definen ciertos términos.
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El término "nucleosida" se refiere a una molécula que tiene una base purina o pirimidina ligada covalentemente a
una ribosa o0 azUcar desoxiribosa. Las nucleosidas de ejemplo incluyen adenosina, guanosina, citidina, uridina y
timidina. El término "nucleétido” se refiere a una nucleosida que tiene uno 0 mas grupos fosfato unidos en los ligados
de éster al grupo funcional de azucar. Los nucleétidos de ejemplo incluyen monofosfatos, difosfatos y trifosfatos de
nucleosida. Los términos "polinucleétido” y "molécula de acido nucleico" se utilizan intercambiablemente aqui y se
refieren a un polimero de nucleétidos unidos mediante un ligado fosfodiéster entre 5’ y 3’ atomos de carbono.

El término "ARN" o "molécula de ARN" o "molécula de &cido ribonucleico" se refiere a un polimero de
ribonucleédtidos. El término "ADN" o "molécula de ADN" o molécula de &cido desoxiribonucleico”" se refiere a un
polimero de desoxiribonucleétidos. EI ADN y el ARN se pueden sintetizar naturalmente (por ejemplo, mediante
replicacién de ADN o transcripcion de ADN, respectivamente). El ARN se puede modificar postranscripcionalmente.
El ADN y el ARN también se pueden sintetizar quimicamente. El ADn y el ARN pueden ser monocatenarios (es
decir, ssARN y ssADN, respectivamente) o multicatenario (por ejemplo, bicatenario, es decir, dSARN y dsADN,
respectivamente). "mARN" o "ARN mensajero” es ARN monocatenario que especifica la secuencia de aminoacido
para una o0 mas cadenas de polipéptido. Esta informacion se traslada durante la sintesis de proteina cuando los
ribosomas se unen a mARN.

Como se utiliza aqui, el término "ARN de interferencia pequefia" ("siARN") (también se refiere en la técnica como
"ARN de interferencia corta") se refiere a un ARN (o analogo de ARN) que comprende entre aproximadamente 10-50
nucleétidos (o analogos de nucledétido) que es capaz de dirigir o mediar la interferencia de ARN. Preferiblemente, un
siARN comprende entre aproximadamente 15-30 nucledétidos o andlogos de nucledtido, méas preferiblemente entre
aproximadamente 16-25 nucleétidos (o analogos de nucleétido), aun mas preferiblemente entre aproximadamente
18-23 nucledtidos (o analogos de nucleétido), y aun més preferiblemente entre aproximadamente 19-22 nucleétidos
(o anélogos de nucleétido) (por ejemplo, 19, 20, 21 o 22 nucleétidos o analogos de nucleétido).

Como se utiliza aqui, el término "nucledtido raro" se refiere a un nucleétido de ocurrencia natural que ocurre
infrecuentemente, incluyendo desoxiribonucledtidos de ocurrencia natural o ribonucle6tidos que ocurren
infrecuentemente, por ejemplo, un ribonucleétido de ocurrencia natural que no es guanosina, adenosina, citosina, o
uridina. Ejemplos de nucleodtidos raros incluyen, pero no se limitan a, inosina, 1-metil inosina, seudouridina, 5,6-
dihidrouridina, ribotimidina, 2N-metilguanosina y 2,2N, N-dimetilguanosina.

El término "analogo de nucle6tido" o "nucledtido alterado" o "nucledtido modificado" se refiere a un nucleétido no
estandar, que incluyen ribonucledtidos o desoxiribonucleétidos de ocurrencia no natural. Los analogos de nucleétido
preferidos se modifican en cualquier posicién con el fin de alterar ciertas propiedades quimicas del nucleétido para
retener todavia la capacidad del andlogo de nucleétido de desarrollar su funcion destinada. Ejemplos de los
nucleétidos modificados preferidos incluyen, pero no se limitan a, 2-aminoguanosina, 2-amino-adenosina, 2,6-
diamino-guanosina y 2,6-diamino-adenosina. Ejemplos de las posiciones del nucleétido que se pueden derivar
incluyen la posicion 5, por ejemplo, 5-(2-amino)propil uridina, 5-bromo uridina, 5-propino uridina, 5-propenil uridina,
etc.; la posicion 6, por ejemplo, 6-(2-amino)propil uridina; la posicion 8 para adenosina y/o guanosinas, por ejemplo,
8-bromo guanosina, 8-cloro guanosina, 8-fluoroguanosina, etc. Los analogos de nucledtido también incluyen deaza
nucleétidos, por ejemplo, 7-deaza-adenosina; O- y N-modificado (por ejemplo, alquilatado, por ejemplo, nucleétidos
N6-metil adenosina, o como otra forma conocida en la técnica); y otros alilo heterociclicos modificados de analogos
de nucledtido tal como aquellos descritos en Herdewijn, Antisense Nucleic Acid Drug Dev., 2000 Aug. 10(4):297-310.

Los analogos de nucleétido también pueden comprender modificaciones a la porcion de azlcar de los nucleétidos.
Por ejemplo el grupo 2° OH se puede reemplazar por un grupo seleccionado de H, OR, R, F, CI, Br, I, SH, SR, NH>,
NHR, NR2, COOR, o OR, en donde R es alquilo C1-Cs sustituido o no sustituido, alquenilo, alquinilo, arilo, etc. Otras
modificaciones posibles incluyen aquellas descritas en la Patente Estadounidense Nos. 5,858,988, y 6,291,438.

El grupo fosfato del nucleétido también se puede modificar, por ejemplo, al sustituir uno 0 mas de los oxigenos del
grupo fosfato con azufre (por ejemplo, fosforotioatos), o al hacer otras sustituciones que permite desarrollar al
nucleétido su funcién destinada tal como se describe en, por ejemplo, Eckstein, Antisense Nucleic Acid Drug Dev.
2000 Apr. 10(2):117-21, Rusckowski et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2000 Oct. 10(5):333-45, Stein,
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2001 Oct. 11 (5): 317-25, Vorobjev et al. Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 2001
Apr. 11 (2):77-85, y la Patente Estadounidense No. 5,684,143. Ciertas modificaciones referenciadas anteriormente
(por ejemplo, modificaciones del grupo fosfato) preferiblemente reducen el indice de hidrodlisis de, por ejemplo, los
polinucleétidos que comprenden dichos analogos in vivo o in vitro.

El término "oligonucledtido” se refiere a un polimero corto de nucleétidos y/o analogos de nucleétido. El término
"analogo de ARN" se refiere a un polinucleétido (por ejemplo, un polinucleétido quimicamente sintetizado) que tiene
por lo menos un nucleétido alterado o nucleétido modificado cuando se compara con un ARN no modificado o no
alterado correspondiente pero que retiene la misma naturaleza o naturaleza o funcion como el ARN no modificado o
no alterado correspondiente. Como se discutié anteriormente, los oligonucleétidos se pueden ligar con ligados que
resultan en un indice inferior de hidrdlisis del andlogo de ARN cuando se compara con una molécula de ARN con
fosfodiligados de éster. Por ejemplo, los nucledtidos del analogo pueden comprender metilenodiol, etileno diol,
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oximetiltio, oxietiltio, oxicarboniloxi, fosforodiamidato, fosforoamidato, y/o ligados fosforotioato. Los analogos de ARN
preferidos incluyen azucar- y/o ribonucleétidos que modifican la estructura y/o desoxiribonucleétidos. Tales
alteraciones o modificaciones pueden incluir adicionalmente la adicion del material sin nucleétido, tal como a los
extremos del ARN o internamente (en uno o mas nucleétidos del ARN). Un analogo de ARN solo necesita ser
suficientemente similar al ARN natural que tiene la capacidad de mediar (media) la interferencia del ARN.

Como se utiliza aqui, el término "interferencia de ARN" ("ARNi") (también se refiere en la técnica como
"silenciamiento de gen" y/o "silenciamiento objetivo", por ejemplo, "silenciamiento de mARN objetivo") se refiere a
una degradacién intracelular selectiva de ARN. El ARNi ocurre en las células naturalmente para remover los ARN
extrafios (por ejemplo, ARN viricos). El ARNi natural procede por medio de fragmentos divididos del dsARN libre que
dirigen el mecanismo degradativo en otras secuencias de ARN similares. Alternativamente, se puede iniciar el ARNi
por la mano del hombre, por ejemplo, silenciar la expresion de los genes objetivo.

Como se utiliza aqui, el término "la hebra anticodificante" de un siARN o agente de ARNi se refiere a una hebra que
es sustancialmente complementaria a una seccion de aproximadamente 10-50 nucleétidos, por ejemplo,
aproximadamente 15-30, 16-25, 18-23 o 19-22 nucledtidos del mARN del gen objetivo para silenciamiento. La hebra
anticodificante o la primer hebra tiene la secuencia suficiente complementaria a la secuencia mARN para dirigir la
interferencia de ARN especifica objetivo (ARNi), por ejemplo, la complementariedad suficiente para activar la
destruccion del mARN objetivo deseado mediante la mecanismo o proceso de ARNi. El término "cepa codificante” o
"segunda hebra" de un siARN o agente ARNi se refiere a una hebra que es complementaria con la hebra
anticodificante o la primera hebra. Las hebras codificante o anticodificante también se refieren como las primeras o
segundas hebras, las primeras o segundas hebras que tiene la complementariedad a la secuencia objetivo y la
segunda o la primera hebra respectiva que tiene la complementariedad a dicha primera o segunda hebra.

Como se utiliza aqui, el término "hebra guia" se refiere a una hebra de un agente ARNi, por ejemplo, una hebra
anticodificante de un duplex siARN, que ingresa en el complejo RISC y dirige la division del mMARN objetivo.

Un "gen objetivo” es un gene cuya expresion se inhibe selectivamente o "silencia." Este silenciamiento se logra al
dividir el mARN del gen objetivo mediante un siARN o miARN, por ejemplo, un siARN o miARN que se crea de un
precursor de ARN construido por ingenieria mediante un sistema de ARNi de la célula. Una porcién o segmento de
un elemento de duplex del precursor de ARN es una hebra anticodificante que es complementaria, por ejemplo,
suficientemente complementaria para activar la destruccion del mARN objetivo deseado mediante la maquinaria o
proceso de ARNi, en una seccion de aproximadamente 18 a aproximadamente 40 o mas nucleétidos del mARN del
gen objetivo.

El término "construido por ingenieria," como un precursor de ARN construido por ingenieria, o una molécula de acido
nucleico construida por ingenieria, lo que indica que el precursor o molécula no se encuentra en la naturaleza, en
gue toda o una porcion de la secuencia de acido nucleico del precursor o molécula se crea o se selecciona por el
hombre. Una vez creada o seleccionada, la secuencia se puede replicar, trasladar, transcribir, o de otra forma
procesar dentro de una célula. Asi, un precursor de ARN producido dentro de una célula de un transgen que incluye
una molécula de &cido nucleico construida por ingenieria es un precursor de ARN construido por ingenieria.

Como se utiliza aqui, el término "asimetria”, como en la asimetria de un duplex siARN, se refiere a una desigualda
de la longitud de union o resistencia de par base entre el terminal sSiARN (por ejemplo, entre nucle6tidos terminales
en una primera hebra y nucledtidos terminales en una segunda hebra opuesta), de tal manera que el extremo 5’ de
una hebra del duplex estd méas frecuentemente en un estado no par transitorio, por ejemplo monocatenario, que el
extremo 5’ de la hebra complementaria. Esta diferencia estructural determina que una hebra del duplex se incorpora
preferencialmente en un complejo de RISC. La hebra cuyo extremo 5 es menor altamente pareado en la hebra
complementaria se incorporara preferencialmente en RISC y media el ARNi.

Como se utiliza aqui, el término "la longitud de unién" o "resistencia de par base" se refiere a la longitud de la
interaccion entre pares de nucle6tidos (o analogos de nucleétido) en hebras opuestas de un duplex de
oligonucledtido (por ejemplo, un daplex siARN), debido principalmente a la unién de H, las interacciones Van der
Waals, y similares entre dichos nucleétidos (o analogos de nucleétido).

Como se utiliza aqui, el "extremo 5™, como en el extremo 5’ de una hebra anticodificante, se refiere a nucledtidos de
Terminal 5°, por ejemplo, entre uno y aproximadamente 5 nucleétidos en el terminal 5 de la hebra anticodificante.
Como se utiliza aqui, el "extremo 3™, como en el extremo 3’ de una hebra codificante, se refiere a la regién, por
ejemplo, una regién de entre uno y aproximadamente 5 nucleétidos, que es complementaria con los nucleotidos del
extremo 5’ de la hebra anticodificante complementaria.

Como se utiliza aqui, el término "ARN aislado" (por ejemplo, "shARN aislado”, "siARN aislado" o "agente ARNi
aislado") se refiere a moléculas de ARN que son sustancialmente libres de otro material celular, o el medio de cultivo
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cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libres de precursores quimicos u otros
quimicos cuando se sintetiza quimicamente.

Como se utiliza aqui, el término "transgen" se refiere a cualquier molécula de acido nucleico, que se inserta
mediante artificial en una célula, y llaga a ser parte del genoma del organismo que se desarrolla de la célula. Tal un
transgen puede incluir un gen que es parcialmente o completamente heterélogo (es decir, extrafio) en el organismo
transgénico, o pueden representar un gen homoélogo en un gen endégeno del organismo. El término "transgen”
también significa una molécula de acido nucleico que incluye una o mas secuencias de acido nucleico
seleccionadas, por ejemplo, ADN, que codifican uno o0 mas precursores de ARN construidos por ingenieria, a ser
expresados en un organismo transgénico, por ejemplo, animal, que es parcialmente o completamente o heterélogo,
es decir, extrafio, para el animal transgénico, u homaélogo en un gen endégeno del animal transgénico, pero que se
disefia para estar insertado en el genoma del animal en una ubicaciéon que difiere de aquel del gen natural. Un
transgen incluye uno o més promotores y cualquier otro ADN, tal como intrones, necesarios para la expresion de la
secuencia de acido micleico seleccionada, todos ligados operablemente a la secuencia seleccionada, y pueden
incluir una secuencia mejoradora.

El término "in vitro" tiene su significado de técnica reconocida, por ejemplo, involucra reactivos o extractos
purificados, por ejemplo, extractos celulares. El término "in vivo" tiene su significado de técnica reconocida, por
ejemplo, que involucra células vivas, por ejemplo, células inmortalizadas, células primarias, estirpes celulares, y/o
células en un organismo.

Un gen "involucrado" en un trastorno incluye un gen, la expresién normal o aberrante o funcién la cual afecta u
origina una enfermedad o trastorno o por lo menos un sintoma de dicha enfermedad o trastorno.

Varias metodologia de la actual invencién incluye la etapa que involucra comparar un valor, nivel, rasgo,
caracteristica, propiedad, etc. en un "control adecuado”, denominado intercambiablemente aqui como un "control
adecuado". Un "control adecuado” o "control apropiado” es cualquier control o estandar familiar para una persona
medianamente experta en la técnica Util para propdsitos de comparacion. En una realizacion, un "control adecuado”
o "control apropiado” es un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc. determinada antes de desarrollar una
metodologia ARNi, como se describe aqui. Por ejemplo, un indice de transcripcion, nivel de mARN, indice de
traduccion, nivel de proteina, actividad bioldgica, caracteristica o propiedad celular, genotipo, fenotipo, etc. se puede
determinar antes de introducir un agente ARNi de la invencién en una célula u organismo. En otra realizacion, a
"control adecuado” o "control apropiado” es un valor, nivel, rasgo, caracteristica, propiedad, etc. determinado en una
célula u organismo, por ejemplo, una célula u organismo de control o normal, que exhibe, por ejemplo, rasgos
normales. En todavia otra realizacién, un "control adecuado” o "control apropiado" es un valor predefinido, nivel,
rasgo, caracteristica, propiedad, etc.

Varios aspectos de la invencion se describen en detalle adicional en las siguientes subsecciones.
I. Moléculas y agentes de ARN

La presente invencion caracteriza "molécula de interferencia pequefia de ARN" ("moléculas de siARN " o "siARN"),
métodos para elaborar dichas moléculas y métodos siARN (por ejemplo, métodos de investigacion y/o terapéuticos)
para utilizar dichas moléculas de siARN. Una molécula de siARN de la invencion es un diplex consistente de una
hebra codificante y complementaria a la hebra anticodificante, la hebra anticodificante tiene suficiente
complementariedad en un mARN objetivo para mediar el ARNi. Preferiblemente, las hebras se alinean de tal manera
que existen por lo menos 1, 2, o 3 bases en el extremo de las hebras que no alinean (es decir, para lo cual no ocurre
bases complementarias en la hebra opuesta) de tal manera que una suspensién de los residuos 1,2 o 3 ocurre en
uno o ambos extremos del diplex cuando las hebras se hibrida. Preferiblemente, la molécula siARN tiene una
longitud de aproximadamente 10-50 o mas nucledtidos, es decir, cada hebra comprende 10-50 nuclettidos (o
anélogos de nucledtido). Mas preferiblemente, la molécula siARN tiene una longitud de aproximadamente 15-45 o
15-30 nucledtidos. Aun més preferiblemente, la molécula siARN tiene una longitud de aproximadamente 16-25 o 18-
23 nucledtidos. Las moléculas de siARN de la invencidon tienen adicionalmente una secuencia que es
"suficientemente complementaria" a una secuencia mARN objetivo para dirigir la interferencia de ARN especifica
objetivo (ARNi), como se define aqui, es decir, el siARN tiene una secuencia suficiente para activar la destruccion
del mARN objetivo mediante la maquinaria o proceso ARNi.

Los siARN caracterizados en la invencion proporcionan especificidad y eficacia mejorada para mediar la divisién
mediada por RISC de un gen objetivo deseado. En el aspecto preferido, la resistencia de par base entre el extremo
5’ de la hebra anticodificante (AS 5’) y el extremo 3’ de la hebra codificante (S 3’) de los siARN es menor que la
longitud de union o resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra anticodificante (AS 3’) y el extremo 5’ de
la hebra codificante (S ’5), de tal manera que la hebra anticodificante guia preferiblemente la division de un mARN
objetivo. En una realizacion, la longitud de union o resistencia de par base es menor debido a pocos pares base G:C
entre el extremo 5’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la segunda o la hebra codificante que
entre el extremo 3’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 5’ de la segunda o la hebra codificante.
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En otra realizacion, la longitud de unién o resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base de
emparejamiento incorrecto entre el extremo 5’ de la primera o la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la segunda
o la hebra codificante. Preferiblemente, el par base de emparejamiento incorrecto se selecciona del grupo que
consiste de G:A, C:A, C:U, G:G, A:A, C:C y U:U. En una realizacién relacionada, la longitud de unién o resistencia de
par base es menor debido a por lo menos un par base oscilante, por ejemplo, G:U, entre el extremo 5’ de la primera
o la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la segunda o la hebra codificante.

En todavia otra realizacion, la longitud de unién o resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par
base que comprende un nucleétido raro, por ejemplo inosina (l). Preferiblemente, el par base se selecciona del
grupo que consiste de un I:A, LU y I:C.

En todavia otra realizacion, la longitud de unién o resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par
base que comprende un nucle6tido modificado. En realizaciones preferidas, el nucleétido modificado se selecciona
del grupo que consiste de 2-amino-G, 2-amino-A, 2,6-diamino-G, y 2,6-diamino-A.

En general, se prefiere el sSiIARN que contiene las secuencias de nucleétido suficientemente idénticas a una porcion
del gen objetivo para efectuar la division mediante RISC del gen objetivo. La identidad de secuencia 100% entre el
siARN y el gen objetivo no se requiere para practicar la presente invencion. La invencion tiene la ventaja de ser
capaces de tolerar las variaciones de secuencia preferidas de los métodos y composiciones de la invencion con el
fin de mejorar la eficiencia y especificidad del ARNi. Por ejemplo, las secuencias siARN con inserciones,
eliminaciones, y mutaciones de punto Unico con relacion a la secuencia objetivo también pueden ser efectivas para
inhibicion. Alternativamente, las secuencias siARN con sustituciones o inserciones de analogo de nucleétido pueden
ser efectivas para inhibicion.

La identidad de secuencia se puede determinar mediante comparacion de secuencia o algoritmos de alineacién
conocidos en la técnica. Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de acido nucleico (o de dos
secuencias de aminoécido), la secuencias se alinean para propdsitos de comparacion éptimos (por ejemplo, se
pueden introducir espacios en la primera secuencia o la segunda secuencia para alineacion 6ptima). Las posiciones
de nucledtidos (o residuos de aminoacido) en el nucleétido correspondiente (o aminoacido) luego de comparan.
Cuando se ocupa una posicion en la primera secuencia por el mismo residuo como la posicién correspondiente en la
segunda secuencia, luego las moléculas son idénticas en aquella posicion. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas presentadas por la secuencias (es decir, % de
homologia = # de posiciones idénticas/ total # de posiciones x 100), que penalizan opcionalmente la clasificacion
para el nUmero de espacios introducidos y/o la longitud de los espacios introducidos.

La comparacion de las secuencias y la determinacion del porcentaje de identidad entre las dos secuencias se lleva a
cabo utilizando un algoritmo matematico. En una realizacion, la alineacion generada sobre una cierta porcion de la
secuencia alineada tiene suficiente identidad pero no sobre porciones que tienen bajo grado de identidad (es decir,
una alineacién local). Un ejemplo no limitante preferido de un algoritmo de alineacion local utilizado para la
comparacion de las secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68,
modificado como en Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77. Tal un algoritmo se incorpora en
programas BLAST (version 2.0) de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10.

En otra realizacion, la alineacion se optimiza al introducir espacios apropiados y el porcentaje de identidad se
determina sobre la longitud de las secuencias alineadas (es decir, una alineacién espaciada). Para obtener
alineaciones espaciadas para propositos de comparacion, se puede utilizar BLAST espaciados como se describe en
Altschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402. En otra realizacion, la alineacion se optimiza al
introducir espacios apropiados y el porcentaje de identidad se determina sobre la longitud completa de las
secuencias alineadas (es decir, una alineacion global). Un ejemplo no limitante preferido de un algoritmo matematico
utilizado para la comparacién global de las secuencias es el algoritmo de Myers y Miller, CABIOS (1989). Tal un
algoritmo se incorpora en el programa ALIGN (version 2.0) que es parte del empaque de software de alineacién de
secuencia GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para comparar las secuencias de aminoacido, una tabla de
residuo de peso PAM120, una penalidad de longitud de espacio de 12, y se puede utilizar una penalidad espacio de
4,

Mas que 80% de identidad de secuencia, por ejemplo, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o aun 100% identidad de secuencia, entre la hebra
anticodificante siARN y se prefiere la porcion del gen objetivo. Alternativamente, el siARN se puede definir
funcionalmente como una secuencia de nucleétido (o secuencia de oligonucleétido) que es capaz de hibridar con
una porcion del transcripto de gen objetivo (por ejemplo, 400 mM de NaCl, 40 mM de PIPES pH 6.4, 1 mM de EDTA,
50°C o 70°C de hibridacion durante 12-16 horas; seguido por lavado). Las condiciones de hibridacién adicionales
incluyen hibridacién a 70°C en 1xSSC 0 50°C en 1xSSC, 50% de formamida seguido por lavado a 70°C en 0.3xSSC
0 hibridacion a 70°C en 4xSSC o 50°C en 4xSSC, 50% de formamida seguido por lacado por 67°C en 1xSSC. La
temperatura de hibridacién para los hibridos se anticipa por ser menos que 50 pares base en longitud debe ser 5-
10°C menos que la temperatura de ebullicion (Tm) del hibrido, en donde el Tm se determina de acuerdo con las
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siguientes ecuaciones. Para hibridos menores a 18 pares base en longitud, Tm(°C) = 2(# de A + T bases) + 4(# de G
+ C bases). Para hibridos entre 18 y 49 pares base en longitud, Tm(°C) = 81.5 + 16.6(log10[Na+]) + 0.41(%G+C) -
(600/N), en donde N es el nimero de bases en el hibrido, y [Na+] es la concentracion de iones de sodio en el
amortiguador de hibridacion ([Na+] para 1xSSC = 0.165 M). Ejemplos adicionales de condiciones exigentes para la
hibridacién del polinucleétido se proporcionan en Sambrook, J., E.F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, capitulos 9 y 11, y Current
Protocols in Molecular Biology, 1995, F.M. Ausubel et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10y 6.3-6.4. La
longitud de las secuencias de nucleétido idénticas puede ser por lo menos aproximadamente 10, 12, 15, 17, 20, 22,
25, 27, 30, 32, 35, 37, 40, 42, 45, 47 0 50 bases.

Las moléculas de ARN de la presente invencion se pueden modificar para mejorar la estabilidad en suero o en el
medio de crecimiento en cultivos celulares. Con el fin de mejorar la estabilidad, los residuos 3’ se pueden estabilizar
contra la degradacién, por ejemplo, ellos se pueden seleccionar de tal manera que ellos consisten de nucleétidos
purina, particularmente nucleétidos adenosina o guanosina. Alternativamente, la sustitucion de los nucle6tidos
pirimidina mediante analogos modificados, por ejemplo, sustitucion de uridina mediante 2’-deoxitimidina se tolera y
no afecta la eficiencia de la interferencia de ARN.

En un aspecto preferido, la invencion caracteriza ARN de interferencia pequefia (siARN) que incluyen una hebra
codificante y una hebra anticodificante, en donde la hebra anticodificante tiene una secuencia suficientemente
complementaria a una secuencia mARN objetivo para dirigir la interferencia de ARN especifica objetivo (ARNi) y en
donde la hebra codificante y/o la hebra anticodificante se modifica mediante la sustitucion de nucleétidos internos
con nucle6tidos modificados, de tal manera que la estabilidad in vivo se mejora cuando se compara con un siARN no
modificado correspondiente. Como se define aqui, un nucleétido “interno” es uno que ocurre en cualquier posicion
diferente al extremo 5 o el extremo 3’ de la molécula de acido nucleico, polinucleétido o oligonucledtido. Un
nucleétido interno puede estar dentro de una molécula monocatenaria o dentro de una hebra de una molécula
duplex o bicatenaria. En una realizacion, la hebra codificante y/o la hebra anticodificante se modifica mediante la
sustitucion de por lo menos un nucledtido interno. En otra realizacion, la hebra codificante y/o la hebra
anticodificante se modifica mediante la sustitucion de por lo menos 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23,24,25 o mas nucledtidos internos. En otra realizacion, la hebra codificante y/o la hebra
anticodificante se modifica mediante la sustitucion de por lo menos 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o més de los nucledtidos internos. En todavia otra
realizacién, la hebra codificante y/o la hebra anticodificante se modifica mediante la sustitucion de todos los
nucleétidos internos.

En una realizacion preferida de la presente invencion la molécula de ARN puede contener por lo menos un analogo
de nucleétido modificado. Los analogos de nucleétido se pueden ubicar en las posiciones en donde la actividad
especifica objetivo, por ejemplo, el ARNi que media la actividad no se afecta sustancialmente, por ejemplo, en una
region en el extremo 5’ y/o el extremo 3’ de la molécula de ARN. Particularmente, los extremos se pueden establecer
al incorporar los analogos de nucle6tido modificados.

Los analogos de nucleétido preferidos incluyen azlcar- y/o ribonucledtidos modificados por la estructura (es decir,
incluyen modificaciones para la estructura de azucar fosfato). Por ejemplo, los fosfodiligados de éster de ARN
natural se pueden modificar al incluir por lo menos un heterodtomo de nitrégeno o azufre. En ribonucleétidos
modificados por la estructura preferidos el grupo fosfoéster que se conecta a los ribonucledtidos adyacentes se
reemplaza por un grupo modificado, por ejemplo, del grupo fosfotioato. En ribonucleétidos modificados por azicar
preferidos, el grupo 2° OH se reemplaza por un grupo seleccionado de H, OR, R, halo, SH, SR, NH2, NHR, NR; o
ON, en donde R es alquilo C1-Cs, alquenilo o alquinilo y halo es F, CI, Bro I.

También se prefieren ribonucle6tidos modificados por nucleobase, es decir, ribonucleétidos, que contienen por lo
menos una nucleobase de ocurrencia no natural en lugar de de una nucleobase de ocurrencia natural. Se pueden
modificar las bases para bloquear la actividad de de adenosina desaminasa. Las nucleobases modificadas de
ejemplo incluyen, pero no se limitan a, uridina y/o citidina modificada en la posicién 5, por ejemplo, 5-(2-amino)propil
uridina, 5-bromo uridina; adenosina y/o guanosinas modificadas en la posicién 8, por ejemplo, 8-bromo guanosina,;
nucleétidos deaza, por ejemplo, 7-deaza-adenosina; nucledtidos O- y N-alquilatadis, por ejemplo, son adecuados
N6-metil adenosina. Se debe notar que se pueden combinar las modificaciones anteriores.

El ARN se puede producir enzimaticamente o mediante sintesis organica parcial/total, cualquier ribonucleétido
modificado se puede introducir mediante sintesis enzimatica u organica in vitro. En una realizacién, un agente ARNi
se prepara quimicamente. Los métodos para sintetizar a las moléculas de ARN se conocen en la técnica, en
particular, los métodos de sintesis quimica como se describe en Verma y Eckstein (1998) Annul Rev. Biochem.
67:99-134. En otra realizacién, se prepara un ss-siARN enzimaticamente. Por ejemplo, se puede preparar un ds-
siARN mediante procesamiento enzimatico de un ARN largo que tiene suficiente complementariedad al mARN
objetivo deseado. El procesamiento largo de ARN se puede llevar a cabo in vitro, por ejemplo, utilizando los lisatos
celulares apropiados y los ds-siARN se pueden purificar posteriormente mediante electroforesis de gel o filtracion de
gel. El ds-siARN luego se puede desnaturar de acuerdo con las metodologias reconocidas en la técnica. En una
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realizacién de ejemplo, el ARN se puede purificar a partir de una mezcla mediante extraccion con un disolvente o
resina, precipitacion, electroféresis, cromatografia, 0 una combinacion de estos. Alternativamente, el ARN se puede
utilizar sin o con un minimo de purificacion para evitar las pérdidas debido al procesamiento de la muestra.
Alternativamente, el siARN también se puede prepara mediante transcripcion enzimatica de plantilas de ADN
sintéticas o de plasmidos de ADN aislados de bacterias recombinantes. Tipicamente, las polimerasas de ARN de
fago se utilizan tal como polimerasa de ARN T7, T3 o SP6 (Milligan and Uhlenbeck (1989) Methods Enzymol.
180:51-62). EI ARN se puede secar para almacenamiento o se disuelve en una solucién acuosa. La solucién puede
contener amortiguadores o sales para inhibir la hibridacion, y/o promover la estabilizacion de las hebras Unicas.

En una realizacion, el mARN objetivo de la invencion especifica la secuencia de aminoacido de una proteina celular
(por ejemplo, una proteina asociada con membrana nuclear, citoplasmica, o transmembrana). En otra realizacion, el
mARN obijetivo de la invencién especifica la secuencia de aminoacido de una proteina extracelular (por ejemplo, una
matriz de proteina extracelular o proteina secretada). Como se utiliza aqui, la frase "secuencia de aminoacido
especifica" de una proteina significa que la secuencia de mARN se traslada en la secuencia de aminoacido de
acuerdo con las reglas del codigo genético. Las siguientes clases de proteinas se listan para propésitos ilustrativos:
proteinas desarrolladas (por ejemplo, moléculas de adhesién, inhibidores quinasa ciclina, miembros de la familia
Wnt, miembros de la familia Pax, miembros de la familia de hélice Winged, miembros de la familia Hox,
citoquinas/linfoquinas y sus receptores, factores de crecimiento/diferenciacion y sus receptores, neurotransmisores y
sus receptores); proteinas codificadas por oncogen (por ejemplo, ABLI, BCLI, BCL2, BCL6, CBFA2, CBL, CSFIR,
ERBA, ERBB, EBRB2, ETSI, ETSI, ETV6, FGR, FOS, FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN, MDM2, MLL,
MYB, MYC, MYCLI, MYCN, NRAS, PIM I, PML, EP 1 633 890 B1 13 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 RET, SRC,
TALI, TCL3, y YES); proteinas supresoras de tumor (por ejemplo, APC, BRCA1, BRCA2, MADH4, MCC, NF I, NF2,
RB I, TP53, y WTI); y enzimas (por ejemplo, sintasas y oxidasas ACC, desaturasas ACP e hidroxilasas,
pirofosforilasas de glucosa ADP, ATPasas, deshidrogenasas de alcohol, amilasas, amiloglucosidasas, catalasas,
celulasas, chalcone sintasas, chitinasas, ciclooxigenasas, decarboxilasas, dextriinasas, polimerasas de ADN y ARN,
galactosidasas, glucanasas, glucosa oxidasas, sintasas de almidéon unidas a granulo, GTPasas, helicasas,
hernicelulasas, integrasas, inulinasas, invertasas, isomerasas, quinasas, lactasas, lipasas, lipoxigenasas, lisozimas,
sintasas nopalina, sintasas octopina, pectinesterasas, peroxidasas, fosfatasas, fosfolipasas, fosforilasas, fitasas,
sintasas reguladores del crecimiento de plantas, poligalacturonasas, proteinasas y peptidasas, pulanasas,
recombinasas, transcriptasas inversos, RUBISCO, topoisomerasas, y xilanasas).

En un aspecto preferido de la invencion, la molécula de mARN objetivo de la invencion especifica la secuencia de
aminoéacido de una proteina asociada con una condicion patoldgica. Por ejemplo, la proteina puede ser una proteina
asociada a patogeno (por ejemplo, una proteina virica involucrada en la inmunosupresion del anfitrion, replicacion
del patégeno, transmisiéon del patdégeno, o mantenimiento de la infeccion), o una proteina anfitriona que facilita la
entrada del patdgeno dentro del anfitrién, el metabolismo del farmaco mediante el patdgeno o el anfitrion, replicacion
o integracion del genoma del patégeno, establecimiento o rociado de la infeccién en el anfitrion, o montaje de la
siguiente generacion de patdgeno. Alternativamente, la proteina puede ser una proteina asociada con tumor o una
proteina asociada con enfermedad autoinmune.

En una realizacion, la molécula de mARN objetivo de la invencion especifica la secuencia de aminoécido de una
proteina enddgena (es decir, una proteina presente en el genoma de una célula u organismo). En otra realizacion, la
molécula de mARN objetivo de la invencion especifica la secuencia de aminoacido de una proteina heteréloga
expresada en una célula recombinante o un organismo alterado genéticamente. En otra realizacion, la molécula de
mARN objetivo de la invencion especifica la secuencia de aminoacido de una proteina codificada por un transgen
(es decir, una construccion de gen insertada en un sitio ectopico en el genoma de la célula). En todavia otra
realizacién, la molécula de mARN objetivo de la invencién especifica la secuencia de aminoéacido de una proteina
codificada por un genoma de patégeno que es capaz de infectar una célula o un organismo del cual se deriva la
célula.

Al inhibir la expresion de tales proteinas, se puede obtener informacién valiosa con respecto a la funcién de dichas
proteinas y beneficios terapéuticos que se pueden obtener de dicha inhibicién.

En una realizacion, se sintetizan siARN in vivo, in situ, o in vitro. La polimerasa de ARN enddgena de la célula puede
mediar la transcripcion in vivo o in situ, o se puede utilizar polimerasa de ARN clonada para transcripcion in vivo o in
vitro. Para la transcripcion de un transgen in vivo o una construccién de expresion, una region reguladora (por
ejemplo, promotor, mejorador, silenciador, donante o aceptor de division, poliadenilacién) se puede utilizar para
transcribir el ss-siARN. La inhibicidon se puede objetivar mediante transcripcién especifica en un érgano, tejido, o tipo
de célula; la estimulacion de una condicién ambiental (por ejemplo, infeccion, tension, temperatura, inductores
quimicos); y/o transcripcién construida por ingenieria en una etapa o edad desarrollada. Un organismo transgénico
que expresa ss-siARN de una construccion recombinante se puede producir al introducir la construccion en un
zigoto, una célula madre embriénica, u otra célula multipotente derivada del organismo apropiado.

Il. ARN de horquilla pequefia (ShARN)
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En ciertas realizaciones caracteristicas, la actual invencién proporciona shARN que tienen especificidad o eficacia
mejorada en mediar ARNi. En contraste a los duplex siARN cortos, los ARN de horquilla pequefa (shARN) imitan los
precursores naturales de los miARN e ingresan en la parte superior de la ruta ARNi. Por esta razén, se considera
gue los shARN median ARNi mas eficientemente al ser cargado a través de la ruta de ARNi natural completa.

Un shARN preferido de la invencién es uno que se ha redisefiado para especificidad o mejoramiento incrementado
con relacién al shARN previo. El nuevo shARN difiere de un shARN previo en aquel un duplex siARN producido del
nuevo shARN que tiene menor resistencia de par base entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante o la primera
hebra y el extremo 3’ de la hebra codificante o segunda hebra que la resistencia de par base entre el extremo 3’ de
la hebra anticodificante o la primera hebra y el extremo 5’ de la hebra codificante o segunda hebra.

1. Precursores de ARN Construidos por Ingenieria que Generan los siARN

Los precursores de mARN de ocurrencia natural (pre-miARN) tiene una Unica hebra que forma un tallo ddplex que
incluye dos porciones que son generalmente complementarias, y un bucle, que se conecta a las dos porciones del
tallo. En los premiARN tipicos, el tallo incluye una o méas protuberancias, por ejemplo, nucle6tidos extra que crean un
Unico nucledtido "bucle" en una porcién del tallo, y/o uno 0 mas nucleétidos no pareados que crean un espacio en la
hibridacion de las dos porciones del tallo en cada uno. Los ARN de horquilla pequefia, o los precursores de ARN
construidos por ingenieria, de la invencién son construcciones artificiales basadas en estos pre-miARN de ocurrencia
natural, pero que se construyen por ingenieria para suministrar los siARN deseados.

En los shARN, o los precursores de ARN construidos por ingenieria, de la presente invencion, una porcion del tallo
duplex es una secuencia de acido nucleico que es complementaria (o anticodificante) al mARN objetivo. Asi, los
precursores de ARN construidos por ingenieria incluyen un tallo daplex con dos porciones y un bucle que conecta
las dos porciones de tallo. Las dos porciones de tallo son aproximadamente 18 o 19 a aproximadamente 25, 30, 35,
37, 38, 39, 0 40 o mas nucledtidos en longitud. Cuando se utiliza en células de mamifero, la longitud de las
porciones de tallo deben ser menores de aproximadamente 30 nucleétidos para evitar provocar respuestas no
especificas como la ruta interferon. En células de no mamifero, el tallo puede ser mas largo que 30 nucleétidos. De
hecho, el tallo puede incluir secciones mucho mas largas complementarias al mARN objetivo (hasta, e incluyendo el
mARN completo). Las dos porciones del tallo diplex pueden ser suficientemente complementarias para hibridar para
formar el tallo duplex. Asi, las dos porciones pueden ser, pero no necesitan ser, completamente o perfectamente
complementarias. Adicionalmente, las dos porciones de tallo pueden tener la misma longitud, o una porcién puede
incluir una suspension de 1, 2, 3, o 4 nucledtidos. Los nucle6tidos suspendidos pueden incluir, por ejemplo, uracilos
(Us), por ejemplo, todos los Us. El bucle en los shARN o los precursores de ARN construidos por ingenieria puede
diferir de las secuencias naturales pre-miARN al modificar la secuencia de bucle para incrementar o reducir el
namero de nucledtidos pares, o reemplazar toda o parte de la secuencia de bucle con tetrabucle u otras secuencias
de bucle. Asi, el bucle en los shARN o los precursores de ARN construidos por ingenieria puede ser 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 0 mas, por ejemplo, 15 o 20, o0 mas nucleétidos en longitud.

Los shARN de la invencion incluyen las secuencias del diplex siARN deseado. El duplex siARN deseado, y asi
ambas de las dos porciones de tallo en el precursor de ARN construido por ingenieria, se seleccionan mediante
métodos conocidos en la técnica. Estas incluyen, pero no se limitan a, seleccionar un nucleétido 18, 19, 20, 21, o
mas, secuencia del gen objetivo de secuencia de mARN de una regién 100 a 200 o 300 nucledtidos en el lado 3’
desde el inicio de la traduccién. En general, la secuencia se puede seleccionar de cualquier porcion del mARN del
gen objetivo, tal como el 5 UTR (regién no traducida), que codifica la secuencia, o 3’ UTR. Esta secuencia puede
seguir opcionalmente inmediatamente después de una region del gen objetivo que contiene dos nucle6tidos
adyacentes AA. Los ultimos dos nucledtidos del 21 o la secuencia de nuclettido se puede seleccionar por ser UU
(ya que la hebra anticodificante del siARN empieza con UU). Este 21 o la secuencia de nucleétido se utiliza para
crear una porcién de un tallo diplex en el precursor de ARN construido por ingenieria. Esta secuencia puede
reemplazar una porcion de tallo de una secuencia pre-stRNA tipo natural, por ejemplo, enzimaticamente, o se
incluye en una secuencia completa que se sintetiza. Por ejemplo, uno puede sintetizar oligonucleétidos de ADN que
codifican el precursor de ARN construido por ingenieria tallo-bucle completo, o que codifican justo la porcién a ser
insertada en el tallo duaplex del precursor, y utilizando las enzimas de restriccién construyen el precursor de ARN
construido por ingenieria, por ejemplo, de un pre-stRNA tipo natural.

Los precursores de ARN construidos por ingenieria se incluyen en el tallo duplex el 21-22 o las secuencias de
nucleétido del siARN deseadas para ser producidas in vivo. Asi, la porcién de tallo del precursor de ARN construido
por ingenieria incluye por lo menos 18 o 19 pares de nucleétido que corresponden a la secuencia de una porcién
exonica del gen cuya expresion se reduce o se inhibe. Los dos nucleétidos 3’ que flanquean esta regién del tallo se
seleccionan con el fin de maximizar la produccion del siARN del precursor de ARN construido por ingenieria, y para
maximizar la eficacia del siARN resultante en objetivar el mMARN correspondiente para destrucciéon mediante ARNi in
vivo e in vitro.

Otro rasgo de definicion de estos precursores de ARN construidos por ingenieria es que como una consecuencia de
esta longitud, la secuencia, y/o estructura, no inducen las respuestas no especificas de secuencia, tal como la
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induccién de la respuesta o apoptosis de interferén, o que ellos inducen un nivel inferior de tales respuestas no
especificas de secuencia de ARN bicatenario largo (>150bp) que se ha utilizado para inducir el ARNi. Por ejemplo, la
respuesta de interferon se activa mediante dsARN mas largo que 30 pares base.

2. Transgenes que Codifican los Precursores de ARN construidos por ingenieria

Los nuevos precursores de ARN construidos por ingenieria se pueden sintetizar mediante métodos estandar
conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante el uso de sintetizador de ADN automatico (tal como los
comercialmente disponibles por Biosearch, Applied Biosystems, etc.). Estos precursores de ARN construidos por
ingenieria, sintéticos se pueden utilizar directamente como se describe adelante o se clonan en los vectores de
expresion mediante métodos conocidos en el campo. Los precursores de ARN construidos por ingenieria se deben
suministrar a las células in vitro o in vivo en el que se desea objetivar un mARN especifico para destrucciéon. Un
namero de métodos se han desarrollado para el suministro de ADN o ARN a las células. Por ejemplo, para el
suministro in vivo, las moléculas se pueden inyectar directamente en un sitio de tejido o se administran
sistémicamente. El suministro in vitro incluye los métodos conocidos en la técnica tal como electroporacion y
lipofeccion.

Para alcanzar las concentraciones intracelulares de la molécula de &cido nucleico suficiente para suprimir la
expresion de los mMARN enddgenos, uno puede utilizar, por ejemplo, una construccion de ADN recombinante en la
gue el oligonucledtido se coloca bajo el control de un Pol Il fuerte (por ejemplo, promotor de ARN U6 o Pollll H1) o
promotor Pol Il. El uso de tal una construccion para transfectar células objetivo in vitro o in vivo resultard en la
construccion suficiente de cantidades del precursor de ARN construido por ingenieria que conduce a la produccion
de un siARN que puede objetivar una secuencia de mARN correspondiente para la divisibn mediante ARNi para
reducir la expresion del gen que codifica aquel mMARN. Por ejemplo, un vector se puede introducir in vivo de tal
manera que este se toma por una célula y dirige la transcripcion mediante un precursor de ARN construido por
ingenieria. Tal un vector puede permanecer episémico o se llega a integrar cromosémicamente, tanto como este se
puede transcribir para producir el precursor stRNA deseado.

Tales vectores se pueden construir mediante métodos de tecnologia de ADN recombinante conocidos en la técnica.
Los vectores pueden ser plasmidos, viricos, u otros vectores conocidos en la técnica tal como aquellos descritos
aqui, utilizados para replicacién y expresion en células de mamifero u otros tipos de células objetivo. Las secuencias
de &cido nucleico que codifican los precursores de ARN construidos por ingenieria se pueden preparar utilizando
técnicas conocidas. Por ejemplo, dos oligonucleétidos de ADN sintéticos se pueden sintetizar para crear un gen
novedoso que codifica el precursor de ARN construido por ingenieria completo. Los oligonucle6tidos de ADN, que
seran pares, que seran “extremos pegajosos” apropiados para clonacion, se pueden insertar en un sitio de
restriccion en un plasmido que contiene una secuencia promotora (por ejemplo, un promotor Pol Il 0 a Pol Ill) y las
secuencias terminadoras apropiadas 3’ para las secuencias de precursor de ARN construido por ingenieria (por
ejemplo, una secuencia de sefial de division y poliadenilacion de SV40 o una secuencia terminadora Pol Il).

La invencion también abarca células anfitrionas construidas genéticamente por ingenieria que contiene cualquiera
de los vectores de expresién anteriores y que por lo tanto expresan las moléculas de &cido nucleico de la invencion
en la célula anfitriona. Las células anfitrionas se pueden cultivar utilizando técnicas y métodos conocidos (ver, por
ejemplo, Culture of Animal Cells (R.l. Freshney, Alan R. Liss, Inc. 1987); Molecular Cloning, Sambrook et al. (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989)).

La introduccién exitosa de los vectores de la invencion en las células anfitrionas se puede monitorear utilizando
varios métodos conocidos. Por ejemplo, la transfeccion transitoria se puede sefialar con un reportero, tal como un
marcador fluorescente, tal como Proteina Fluorescente Verde (GFP). La transfeccion estable se puede indicar
utilizando marcadores que proporcionan la célula transfectada con resistencia a factores ambientales especificos
(por ejemplo, antibiéticos y farmacos), tal como resistencia a la higromicina B, por ejemplo, en células de insecto y
en células de mamifero.

3. Secuencias Reguladoras

La expresion de los precursores de ARN construidos por ingenieria se conduce mediante las secuencias
reguladoras, y los vectores de la invencion pueden incluir cualesquier secuencias reguladoras conocidas en la
técnica para actuar en células de mamifero, por ejemplo, células de humano o murino; en células de insecto; en
células de planta; o en otras células. El término secuencia reguladora incluye promotores, mejoradores, y otros
elementos que controlan la expresion. Se apreciara que la secuencia reguladora apropiada depende de tales
factores como el uso futuro de la célula o animal transgénico en el que una secuencia que codifica un precursor de
ARN construido por ingenieria se introduce, y el nivel de expresién del precursor de ARN deseado. Una persona
experta en la técnica sera capaz de seleccionar la secuencia reguladora apropiada. Por ejemplo, los animales
transgénicos descritos aqui se pueden utilizar para determinar el papel del polipéptido de prueba o los precursores
de ARN construidos por ingenieria en un tipo de célula particular, por ejemplo, una célula hematopoyética. En este
caso, una secuencia reguladora que conduce la expresion del transgen ubicua, o se puede utilizar una secuencia
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reguladora especifica hematopoyética que expresa el transgen solo en células hematopoyéticas. La expresion de los
precursores de ARN construidos por ingenieria en una célula hamatopoyética significa que la célula es ahora
susceptible al ARNi objetivo especifico de un gen particular. Ejemplos de varias secuencias reguladoras se
describen adelante.

Las secuencias reguladoras pueden ser inducibles o constitutivas. Las secuencias reguladoras constitutivas
adecuadas incluyen la secuencia reguladora de un gen cosntitutivo tal como la secuencia reguladora a-actina, o
puede ser de origen virico tal como las secuencias reguladoras derivadas de virus de tumor mamario de raton
(MMTV) o citomegalovirus (CMV).

Alternativamente, la secuencia reguladora puede dirigir la expresion de transgen en érganos o tipos de células
especificos (ver, por ejemplo, Lasko et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6232). Varias secuencias
reguladores especificas de tejido se conocen en la técnica incluyendo la secuencia reguladora de albdmina para el
higado (Pinkert et al., 1987, Genes Dev. 1:268276); la secuencia reguladora de endotelina para células endoteliales
(Lee, 1990, J. Biol. Chem. 265:10446-50); la secuencia reguladora de queratina para epidermis; la secuencia
reguladora de la cadena 2 liviana de miosina para el corazén (Lee et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:15875-85), y la
secuencia reguladora de insulina para el pancreas (Bucchini et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:2511-2515),
o la secuencia reguladora vav para las células hamatopoyéticas (Oligvy et al., 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
96:14943-14948). Otra secuencia reguladora adecuada, que dirige la expresion constitutiva de trans genes en
células de origen hmatopoyeético, es la secuencia reguladora de murino MHC clase | (Morello et al., 1986, EMBO J.
5:1877-1882). Debido a que la expresion de NMC se induce por las citoquinas, la expresion de un gen de prueba
unido operablemente a esta secuencia reguladora se puede sobreregular en la presencia de las citoquinas.

Adicionalmente, la expresion del transgen se puede regular precisamente, por ejemplo, al utilizar una secuencia
reguladora inducible y sistemas de expresion tal como una secuencia reguladora que es sensible a ciertos
reguladores fisiologicos, por ejemplo, niveles de glucosa circulantes, o hormonas (Docherty et al., 1994, FASEB J.
8:20-24). Tales sistemas de expresion inducibles, adecuados para el control de la expresion de transgen en células
o en mamiferos tal como ratones, incluyen regulacion mediante ecdisona, mediante estrégeno, progesterona,
tetraciclina, inductores quimicos de dimerizacion, y isopropil-beta-D1 - tiogalactopiranosidA (IPTG) (denominado
colectivamente como "la molécula reguladora’). Cada uno de estos sistemas de expresion se describira bien en la
literatura y permite la expresion del transgen a través del animal en una forma controlada por la presencia o
ausencia de la molécula reguladora. Para una revision de sistemas de expresién inducibles, ver, por ejemplo, Mills,
2001, Genes Devel. 15:1461-1467, y las referencias citadas alli.

Los elementos reguladores referidos anteriormente incluyen, pero no se limitan a, el gen temprano inmediato
citomegalovirus hCMV, los promotores tempranos o tardios de adenovirus SV40 (Bernoist et al., Nature, 290:304,
1981), el sistema tet, el sistema lac, el sistema trp, el sistema TAC, el sistema TRC, el operador principal y las
regiones promotoras de fago A, las regiones de control de la proteina cubierta fd, el promotor para la quinasa 3-
fosfoglicerato, los promotres de acido fosfatasa, y los promotores de los factores de acoplamiento a de levadura. Los
promotores adicionales incluyen el promotor contenido en la repeticiéon de Terminal largo 3’ del virus de sarcoma
Rous (Yamamoto et al., Cell 22:787-797, 1988); el promotor de quinasa timidita de herpes (Wagner et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78:1441, 1981); o las secuencias reguladoras del gen metalotioneina (Brinster et al., Nature 296:39,
1988).

4. Ensayo para Probar los Precursores de ARN Construidos por Ingenieria

Se pueden utilizar lisatos de embrién Drosofila para determinar si un precursor de ARN construido por ingenieria es,
de hecho, el precursor directo de un stRNA maduro o siARN. Este ensayo de lisato se describe en Tuschl et al.,
1999, supra, Zamore et al., 2000, supra, y Hutvdgner et al. 2001, supra. Estos lisatos recapitulan el ARNi in vitro,
permitiendo asi la investigacion en el ARN precursor propuesto se divide en un stRNA maduro o siARN mediante un
mecanismo similar a ARNi. En resumen, el ARN precursor se incuba con el lisato de embrién Drosofila durante
varios periodos, luego se ensaya para la produccién del siARN maduro o stRNA mediante extension de cebador o
hibridacion Northern. Como en la configuracion, el ARN maduro se acumula en la reaccion libre de célula. Asi, un
ARN que corresponde al precursor propuesto se puede mostrar para ser convertido en un stRNA maduro o duplex
siARN en el lisato de embrién Drosofila.

Adicionalmente, un precursor de ARN construido por ingenieria se puede probar funcionalmente en el lisato de
embrion Drosofila. En este caso, el precursor de ARN construido por ingenieria se incuba en el lisato en la presencia
de un mARN radiomarcado 5’ objetivo en una reaccién estandar ARNi in vitro para varias longitudes de tiempo. El
mMARN objetivo se puede radiomarcar 5 utilizando guanilil transferasa (como se describe en Tuschl et al., 1999,
supra y referencias alli) o otros métodos adecuados. Los productos de la reaccién in vitro luego se aislan y se
analizan en una archilamida desnaturalizada o gel de agarosa para determinar si el mMARN objetivo se ha dividido en
respuesta a la presencia del precursor de ARN construido por ingenieria en la reaccion. EL grado y posicion de tal
division del objetivo mARN indicara si la construccion por ingenieria del precursor crea un pre-siARN capaz de
mediar el ARNi especifico de secuencia.
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Ill. Métodos para introducir ARN, Vectores, y Células Anfitrionas

Los métodos fisicos para introducir acidos nucleicos incluyen la inyeccion de una solucién que contiene el ARN,
bombardeo de particulas cubiertas por el ARN, enjuague de la célula u organismo en una solucién del ARN, o
electroporacion de las membranas celulares en la presencia del ARN. Un empaque de construccion virica en una
particula virica llevaria eficiente introducciéon de una construccién de expresion en la célula y transcripcion del ARN
codificado por la construccion de expresion. Se pueden utilizar otros métodos conocidos en la técnica para introducir
acidos nucleicos a las células, tal como transporte de portador mediado por lipido, transporte mediado por quimico,
tal como fosfato de calcio, y similares. Asi el ARN se puede introducir junto con componentes que desarrollan una o
mas de las siguientes actividades: retoma de ARN mejorada mediante la célula, inhibir la hibridacion de hebras
Unicas, estabilizar las hebras Unicas, o de otra forma inhibicion incrementada del gen objetivo.

El ARN se puede introducir directamente en la célula (es decir, intracelularmente); o se introduce extracelularmente
en una cavidad, espacio intersticial, en la circulacién de un organismo, introducir oralmente, o se puede introducir al
bafiar una célula u organismo en una soluciéon que contiene el ARN. La circulacién vascular o extravascular, la
sangre o sistema linfatico, y el fluido cerebroespinal son sitios en donde el ARN se puede introducir.

La célula con el gen objetivo se puede derivar de o contener en cualquier organismo. El organismo puede ser una
planta, animal, protozoario, bacteria, virus, u hongo. La planta puede ser una monodicotiledénea, dicotiledonea o
gimnosperma; el animal puede ser un vertebrado o invertebrado. Los microbios preferidos son aquellos utilizados en
la agricultura o en la industria, y aquellos que son patogénicos para plantas o animales. Los hongos incluyen
organismos en las morfologias de levadura y moho. Las plantas incluyen arabidopsis; cultivos de campo (por
ejemplo, la alfalfa, cebada, frijol, maiz, algodén, lino, guisante, colza, arroz, centeno, girasol, sorgo, soja, girasol,
tabaco, y el trigo), los cultivos vegetales (por ejemplo, esparragos, remolacha, brécoli, repollo, zanahoria, coliflor,
apio, pepino, berenjena, lechuga, cebolla, pimiento, papa, calabaza, rdbano, espinaca, calabaza, malanga, tomate y
calabacin), frutas y cultivos de nueces (por ejemplo, almendras, manzana, albaricoque, platano, zarzamora,
arandano, cacao, cereza, coco, arandano, feijoa, avellanas, uvas, pomelo, guayaba, kiwi, limén, lima, mango, meldn,
nectarina, naranja, papaya, maracuya, durazno, mani, pera, pifia, pistacho, ciruela, frambuesa, fresa, nuez,
mandarina, y sandia), y plantas ornamentales (por ejemplo, aliso, fresno, dlamo, azalea, abedul, boj, camelias,
claveles, crisantemos, olmo, abeto, hiedra, jazmin, enebro, roble, palma, pino, alamo, secoya, rododendro, rosa, y
caucho). Ejemplos de animales vertebrados incluyen pez, mamiferos, ganado, cabras, cerdos, ovejas, roedores,
h&mster, ratones, ratas, primates, y humano; los animales invertebrados incluyen nemétodos, otros gusanos,
drosofila, y otros insectos.

El experto en la materia apreciara que los organismos enumerados también son Utiles en practicar otros aspectos de
la invencion, por ejemplo, hacer organismos transgénicos como se describe infra.

La célula que tiene el gen objetivo puede ser de linea germinal o somatica, totipotente o pluripotente, divisor o no
divisor, parenquima o epitelio, inmortalizado o transformado, o similares. La célula puede ser una célula madre o una
célula diferenciada. Los tipos de células que se diferencian incluyen adipocitos, fibroblastos, miocitos,
cardiomiocitos, endotelio, neuronas, glanglios, células sanguineas, megacariocitos, linfocitos, macréfagos,
neutrofilos, eosindfilos, baséfilos, mastocitos, leucocitos, granulocitos, queratinocitos, condrocitos, osteoblastos,
osteoclastos, hepatocitos, y células de las glandulas endocrina o exocrina.

Dependiendo del gen objetivo particular la dosis de material de ARN bicatenario suministrado, este proceso puede
proporcionar pérdida parcial o completa de la funcion para el gen objetivo. Una reduccién o pérdida de la expresion
de gen en por lo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o0 99% o mas de las células objetivo es el ejemplo. La
inhibicion de la expresién de gen se refiere a la ausencia (o reduccidon observable) en el nivel de proteina y/o
producto de mARN de un gen objetivo. La especificidad se refiere a la capacidad de inhibir el gen objetivo sin
manifestar efectos en los otros genes de la célula. Las consecuencias de la inhibicion se pueden confirmar mediante
examen de las propiedades exteriores de la célula u organismo (como se presenta adelante en los ejemplos) o
mediante técnicas bioquimicas tal como hibridacion de solucion de ARN, proteccién de nucleasa, hibridacién
Northern, transcripcién inversa, monitoreo de expresién de gen con una microdisposicion, unién de anticuerpo,
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), Western blot, radioinmunoensayo (RIA), otros inmunoensayos,
y andlisis de célula activada por fluorescencia (FACS).

Para inhibicion mediada por ARN en la estirpe celular u organismo completo, la expresién de gen se evalla
convenientemente mediante el uso de un reportero o gen resistente al farmaco cuyo producto de proteina se evalla
facilmente. Tales genes reporteros incluyen sintasa acetohidroxiacido (AHAS), fosfatasa alcalina (AP), beta
galactosidasa (LacZ), beta glucoronidasa (GUS), acetiltransferasa cloramfenicol (CAT), proteina verde fluorescente
(GFP), peroxidasa de rabano (HRP), luciferasa (Luc), sintasa nopalina (NOS), sintasa octopina (OCS), y sus
derivados. Estan disponibles multiples marcadores seleccionables que confieren resistencia a la ampicilina,
bleomicina, cloramfenicol, gentarmicina, higromicina, canamicina, lincomicina, metotrexato, fosfinotricina,
puromicina, y tetraciclina. Dependiendo del ensayo, la cuantificacion de la cantidad de expresion de gen permite
determinar un grado de inhibicién que es mayor que 10%, 33%, 50%, 90%, 95% 0 99% cuando se compara con una

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2357116T3

célula no tratada de acuerdo con la presente invencién. Las dosis inferiores de material inyectado y los tiempos mas
largos después de la administracion de un agente ARNi pueden resultar en inhibiciéon en una fraccion de células mas
pequefia (por ejemplo, por lo menos 10%, 20%, 50%, 75%, 90%, o 95% de las células objetivo). La cuantificaciéon de
la expresion de gen en una célula puede mostrar cantidades similares de inhibiciéon en el nivel de acumulacién del
mARN objetivo o traduccion de la proteina objetivo. Como un ejemplo, la eficiencia de inhibicion se puede
determinar al evaluar la cantidad de producto de gen en la célula; se puede detectar el mMARN con una sonda de
hibridacion que tiene una secuencia de nucleétido externa a la region utilizada para el ARN bicatenario inhibidor, o
se puede detectar un polipéptido traducido con un anticuerpo elevado contra la secuencia de polipéptido de aquella
region.

El ARN se puede introducir en una cantidad que permite el suministro de por lo menos una copia por célula. Las
dosis mayores (por ejemplo, por lo menos 5, 10, 100, 500 o 1000 copias por célula) de material pueden producir
inhibicion mas efectiva; las dosis méas bajas también pueden ser Utiles para aplicaciones especificas.

IV. Métodos de Tratamiento:

Se caracterizan aqui métodos profilacticos y terapéuticos para tratar un sujeto en riesgo de (o susceptible a) un
trastorno o que tiene un trastorno asociado con expresion o actividad de gen objetivo no esperada o aberrante.
"Tratamiento”, o "tratar" como se utiliza aqui, se define como la aplicacion o administracion de un agente terapéutico
(por ejemplo, un agente ARNi o vector o transgen que codifica el mismo) a un paciente, o la aplicacién o
administracion de un agente terapéutico a un tejido aislado o estirpe celular de un paciente, quien tiene una
enfermedad o trastorno, un sintoma de enfermedad o trastorno o una predisposicién hacia una enfermedad o
trastorno, con el propésitos de curar, mantener, aliviar, mejorar, alterar, remediar, disminuir, mejorar o afectar la
enfermedad o trastorno, los sintomas de la enfermedad o trastorno, o la predisposicién hacia la enfermedad.

Con respecto a los métodos terapéuticos o profilacticos de tratamiento, tales tratamientos se pueden modificar o
adaptar especificamente, con base en el conocimiento obtenido del campo de los farmacogendmicos.
"Farmacogendmicos”, como se utiliza aqui, se refiere a la aplicacion de tecnologias gendmicas tal como
secuenciamiento de gen, genéticas estadisticas, y analisis de expresion de gen en farmacos en el desarrollo clinico
y en el mercado. Méas especificamente, el término se refiere al estudio de como un gen de un paciente determina su
respuesta a un farmaco (por ejemplo, un "fenotipo de respuesta de farmaco" de un paciente, o "genotipo de
respuesta de farmaco"). Asi, otro aspecto de la invencidn proporciona métodos para adaptar un tratamiento
terapéutico o profilactico del individuo con las moléculas de gen objetivo de la presente invencién o los moduladores
de gen objetivo de acuerdo con aquel genotipo de respuesta de farmaco del individuo. Los farmacogendmicos
permiten a un médico o especialista objetivar los tratamientos terapéuticos o profilacticos a pacientes quienes se
beneficiaran del tratamiento y evitaran el tratamiento de pacientes quienes experimentaran efectos colaterales
téxicos relacionados con el farmaco.

1. Métodos Profilacticos

Como se describe aqui, un agente terapéutico (por ejemplo, un agente ARNi o vector o transgen que codifica el
mismo) se puede utilizar en un método para evitar en un sujeto, una enfermedad o afecciéon asociada con una
expresion o actividad de gen objetivo no esperada o aberrante, al administrar el agente terapéutico a un sujeto. Los
sujetos en riesgo de una enfermedad que se origina o contribuye por la expresion o actividad de gen objetivo no
esperada o aberrante se pueden identificar mediante, por ejemplo, cualquiera o una combinacion de ensayos
diagndsticos o pronodsticos como se describe aqui. La administracion de un agente profilactico puede ocurrir antes
de la manifestacion de los sintomas caracteristicos de la aberracion del gen objetivo, de tal manera que una
enfermedad o trastorno se evita o0, alternativamente, se retrasa en su progresion. Dependiendo del tipo de
aberracion del gen objetivo, por ejemplo, un gen objetivo, agonista de gen objetivo o agente antagonista de gen
objetivo se puede utilizar para tratar el sujeto. El agente apropiado se puede determinar con base los ensayos de
deteccion descritos aqui.

2. Métodos Terapéuticos

También como se describe aqui, un agente terapéutico (por ejemplo, un agente ARNi o vector o transgen que
codifica el mismo) que es especifico para un gen objetivo o proteina (por ejemplo, es especifico para el mARN
codificado por dicho gen o especifica la secuencia de aminoacido de dicha proteina) se puede utilizar en métodos
para modular la expresién de gen objetivo, proteina expresion o actividad para propdsitos terapéuticos. De acuerdo
con lo anterior, en una realizacién de ejemplo, el método modulador en el que los agentes se pueden utilizar
involucra poner en contacto una célula capaz de expresar el agente de gen objetivo de tal manera que expresion o
una o mas de las actividades de la proteina objetivo se modula. Estos métodos moduladores se pueden desarrollar
in vitro (por ejemplo, al cultivar la célula con el agente) o, alternativamente, in vivo (por ejemplo, al administrar el
agente a un sujeto). Como tal, la presente invencion proporciona los agentes para uso en métodos para tratar un
individuo afligido con una enfermedad o trastorno caracterizado por expresién o actividad no esperada o aberrante
de un polipéptido de gen objetivo o molécula de acido nucleico. La inhibicion de la actividad de gen objetivo es

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2357116T3

deseable en situaciones en las que el gen objetivo se sobreregula anormalmente y/o en las que se reduce la
actividad del gen objetivo por tener un efecto benéfico.

3. Farmacogenémicos

Los agentes terapéuticos (por ejemplo, un agente ARNi o vector o transgen que codifica el mismo) de la invencién
se puede administrar a los individuos para tratar (profilacticamente o terapéuticamente) trastornos asociados con
actividad no esperada o aberrante del gen objetivo. En conjunto con tal tratamiento, se pueden considerar los
farmacogenomicos (es decir, el estudio de la relaciéon entre el genotipo de un individuo y aquella respuesta del
individuo a un compuesto o farmaco extrafio). Las diferencias en el metabolismo de los terapéuticos pueden
conducir a severa toxicidad o falla terapéutica al alterar la relacion entre la dosis y la concentracion de sangre del
farmaco farmacolégicamente activo. Asi, un médico o especialista puede considerar aplicar el conocimiento obtenido
en los estudios farmacogendmicos relevantes para determinar si se administra un agente terapéutico asi como
también adapta la dosificacién y/o régimen terapéutico del tratamiento con un agente terapéutico.

Los farmacogendmicos trata con variaciones hereditarias clinicamente significativas en respuesta a los farmacos
debido a la disposicion de farmaco alterada y accién anormal en las personas afectadas. Ver, por ejemplo,
Eichelbaum, M. et al. (1996) Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 23(10-11): 983-985 y Linder, M.W. et al. (1997) Clin.
Chem. 43(2):254-266. En general, dos tipos de condiciones farmacogenéticas se pueden diferenciar. Las
condiciones genéticas transmitidas como un unico factor alteran la forma en que actian los farmacos en el cuerpo
(accion de farmaco alterada) o las condiciones genéticas transmitidas como factores Unicos que alteran la forma en
la actia el cuerpo sobre el farmaco (metabolismo del farmaco alterado). Estas condiciones farmacogenéticas
pueden ocurrir como defectos genéticos raros o como polimorfismos de ocurrencia natural. Por ejemplo, la
deficiencia de deshidrogenasa glucosa-6-fosfato (G6PD) es una enzimopatia inherente comin en la que la
complicacion clinica principal es hemdlisis después de la ingesta de farmacos oxidantes (anti-malariales,
sulfonamidas, analgésicos, nitrofuranos) y el consumo de habas.

Un método farmacogenomico para identificar los genes que predicen la respuesta de farmaco, conocido como "una
asociacion amplia a genoma", se basa principalmente en un mapa de alta resolucion del genoma humano que
consiste de marcadores relacionados con el gen ya conocidos (por ejemplo, un mapa marcador de gen "bi-alélico”
gue consiste de 60,000-100,000 sitios variables o polimoérficos dentro del genoma humano, cada uno de los cuales
tiene dos variantes). Tal un mapa genético de alta resolucién se puede comparar con el mapa del genoma de cada
numero estadisticamente significativo de pacientes que toman parte en el ensayo de farmaco Fase Il/lll para
identificar los marcadores asociados con una respuesta al farmaco observada particular o efecto colateral.
Alternativamente, tal un mapa de alta resolucion se puede generar de una combinacién de algunos diez millones de
polimorfismos de nucleétido Unicos conocidos (SNP) en el genoma humano. Como se utiliza aqui, un "SNP" es una
alteracion comun que ocurre en una Unica base de nucleétido en un tramo de ADN. Por ejemplo, un SNP puede
ocurrir una vez por cada 1000 bases de ADN. Un SNP se puede involucrar en un proceso de enfermedad, sin
embargo, la vasta mayoria no se puede asociar con la enfermedad. Dado un mapa genético con base la ocurrencia
de tales SNP, los individuos se puede agrupar en categorias genéticas dependiendo de un patrén particular de SNP
en su genoma individual. En tal una forma, los regimenes de tratamiento se puede adaptar en los grupos de
individuos genéticamente similares, tomando en cuenta rasgos que son comunes entre tales individuos
genéticamente similares.

Alternativamente, un método denominado el "método de gen candidato”, se puede utilizar para identificar genes que
predicen la respuesta del farmaco. De acuerdo con este método, si se conoce un gen que codifica un farmaco
objetivo (por ejemplo, un polipéptido de gen objetivo de la presente invencién), todas las variantes comunes de aquel
gen se pueden identificar faciimente en la poblacion y esto se puede determinar si tiene una version del gen versus
otra versién del gen que se asocia con una respuesta del farmaco particular.

Como una realizacion ilustrativa, la actividad de las enzimas que metabolizan el farmaco es un determinante
principal de la intensidad y duracién de la accion del farmaco. El descubrimiento de los polimorfismos genéticos de
las enzimas que metabolizan el farmaco (por ejemplo, enzimas N-acetiltransferasa 2 (NAT 2) y citocromo P450
CYP2D6 y CYP2C19) ha proporcionado una explicacion de porqué algunos pacientes no obtienen los efectos de
farmaco esperados o muestran exagerada respuesta al farmaco y seria toxicidad después de tomar la dosis segura y
estandar de un farmaco. Estos polimorfismos se expresan en dos fenotipos en la poblacion, el metabolizador
extensivo (EM) y metabolizador pobre (PM). La prevalencia del PM es diferente entre diferentes poblaciones. Por
ejemplo, la codificaciéon del gen para CYP2D6 es altamente polimoérfica y se han identificado varias mutaciones en
PM, que conducen a la ausencia de CYP2D6 funcional. Los metabolizadores pobres de CYP2D6 y CYP2C19
experimentan mas frecuentemente respuesta al farmaco exagerada y efectos colaterales cuando ellos reciben dosis
estandar. Si un metabolitos es el grupo funcional terapéutico activo, el PM no muestra respuesta terapéutica, como
se demuestra para el efecto analgésico de la codeina mediada por morfina de metabolito formada por CYP2D6. El
otro extremo son los asi denominados metabolizadores ultrarrapidos quienes no responden a dosis estandar.
Recientemente, se ha identificado la base molecular del metabolismo ultrardpido debido a que es la amplificacion del
gen CYP2D6.
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Alternativamente, un método denominado el "perfil de expresién de gen", se puede utilizar para identificar genes que
predicen la respuesta del farmaco. Por ejemplo, la expresion de gen de un animal dosificado con un agente
terapéutico de la presente invencién puede dar una indicacién de si las rutas del gen se relacionan con la toxicidad
se han encendido.

La informacion generada de mas de uno de los métodos farmacogendmicos anteriores se puede utilizar para
determinar la dosificacion apropiada y los regimenes de tratamiento para el tratamiento terapéutico o profilactico de
un individuo. Este conocimiento, cuando se aplica a la dosificacion o seleccion del farmaco, puede evitar reacciones
adversas o falla terapéutica y asi mejorar la eficiencia terapéutica o profilactica cuando se trata un sujeto con un
agente terapéutico, como se describe aqui.

Se pueden probar agentes terapéuticos en un modelo de animal apropiado. Por ejemplo, un agente ARNi (o vector
de expresion o transgen que codifica el mismo) como se describe aqui se puede utilizar en un modelo de animal
para determinar la eficacia, toxicidad, o efectos colaterales del tratamiento con dicho agente. Alternativamente, un
agente terapéutico se puede utilizar en un modelo de animal para determinar el mecanismo de accién de tal un
agente. Por ejemplo, un agente se puede utilizar en un modelo de animal para determinar la eficacia, toxicidad, o
efectos colaterales del tratamiento con tal un agente. Alternativamente, un agente se puede utilizar en un modelo de
animal para determinar el mecanismo de accion de tal un agente.

V. Composiciones Farmacéuticas

La invencion pertenece a usos de los agentes descritos anteriormente para tratamientos terapéuticos como se
describe infra. De acuerdo con lo anterior, los moduladores de la presente invencion se pueden incorporar en
composiciones farmacéuticas adecuadas para administracién. Tales composiciones tipicamente comprenden la
molécula de &cido nucleico, proteina, anticuerpo, o compuesto modulador y un portador farmacéuticamente
aceptable. Como se utiliza aqui el lenguaje "portador farmacéuticamente aceptable" estd destinado a incluir
cualquier y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos,
agentes que retrasan la absorcién e isoténicos, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. El uso
de tal medio y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Excepto en el
caso de medios o agentes convencionales son incompatibles con el compuesto activo, se contempla su uso en las
composiciones. Los compuestos activos complementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Una composicion farmacéutica de la invencion se formula por ser compatible con su ruta destinada de
administracion. Ejemplos de rutas de administracion incluyen administracion parenteral, por ejemplo, intravenosa,
intradérmica, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, oral (por ejemplo, inhalacién), transdérmica (topica), y
transmucosal. Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicacion parenteral, intradérmica, o subcutanea
pueden incluir incluyen los siguientes componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucion
salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos
tal como alcohol bencilico o metilparabenos; antioxidantes tal como acido ascoérbico o bisulfito de sodio; agentes
guelantes tal como eécido tilenodiaminatetraacético; amortiguadores tal como acetatos, citratos o fosfatos y agentes
para el ajuste de la tonicidad tal como cloruro de sodio o dextrosa. Se puede ajustar el pH con &cidos o bases, tal
como &cido clorhidrico o hidroxido de sodio. La preparacion parenteral se puede encerrar en ampollas, jeringas
desechables o frascos de multiples dosis hechos de vidrio o pléastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (en donde
son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucion
salina fisiolégica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucion salina amortiguada con
fosfato (PBS). En todos los casos, la composicion puede ser estéril y debe ser fluida al grado que existe facil
capacidad de inyeccién. Esta puede ser estable bajo condiciones de fabricacién y almacenamiento y se puede
preservar contra la accion contaminante de microorganismos tal como bacterias y hongos. El portador puede ser un
disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol,
y polietilenglicol liquido, y similares), y sus mezclas adecuadas. La fluidez propia se puede mantener, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido
en el caso de dispersion y mediante el uso de tensoactivos. La prevencion de la accion de los microorganismos se
puede lograr mediante varios agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido ascorbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azUcares, polialcoholes tal como manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicién. La absorcién prolongada de
las composiciones inyectables puede estar cerca al incluir en la composicion un agente que retrasa la absorcién, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar al incorpora el compuesto activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con una o una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segin se
requiera, seguido por esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorpora el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de
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aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de las soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacién son secado por vacio y secado por congelamiento que produce un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucion previamente filtrada del
mismo.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un portador comestible. Ellas se pueden
encerrar en capsulas de gelatina o comprimir en tabletas. Para el propésito de la administracion terapéutica oral, el
compuesto activo se puede incorpora con excipientes y se puede utilizar en la forma de comprimidos, grageas, o
capsulas. Las composiciones orales también se pueden preparar utilizando un portador fluido para uso como un
enjuague bucal, en donde el compuesto en el portador fluido se aplica oralmente y se agita y expectora o traga. Los
agentes de unién farmacéuticamente compatibles, y/o materiales adyuvantes se pueden incluir como parte de la
composicion. Los comprimidos, pildoras, capsulas, grageas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes, o0 compuestos de una naturaleza similar: un ligador tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto
0 gelatina; un excipiente tal como almidén o lactosa, un agente desintegrante tal como &cido alginico, Primogel, o
almidén de maiz; un lubricante tal como estearato de magnesio o Sterotes; un aglutinante tal como didxido de silice
coloidal; un agente endulzante tal como sacarosa 0 sacarina; 0 un agente saborizante tal como menta, metil
salicilato, o sabor naranja.

Para la administracion mediante inhalacion, los compuestos se suministran en la forma de un rociado por aerosol de
un contenedor o dispensador presurizado que contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como diéxido
de carbono, o un nebulizador.

La administracién sistémica también puede ser por medio transmucosal o transdérmico. Para la administracion
transmucosal o transdérmica, se utilizan en la formulacién penetrantes apropiados para la barrera a ser
permeabilizada se utilizan. Tales penetrantes se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por ejemplo, para
administracion transmucosal, detergentes, sales biliares, y derivados de &cido fusidico. La administracion
transmucosal se puede llevar a cabo a través del uso de rociadores nasales o supositorios. Para la administracion
transdérmica, los compuestos activos se formulan en ungientos, salvias, geles, o cremas como se conoce de
manera general en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en la forma de supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencional tal como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién para el suministro rectal.

En una realizacion, los compuestos activos se preparan con portadores que protegeran el compuesto contra la
eliminacion rapida del cuerpo, tal como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes y sistemas de
suministro microencapsulado. Los polimeros biodegradables, biocompatibles se pueden utilizar, tal como acetato de
vinilo etileno, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y acido polilactico. Los métodos para la
preparacion de tales formulaciones seran evidentes para aquellos expertos en la técnica. Los materiales n también
se pueden obtener comercialmente de Alza Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suspensions
(incluyendo liposomas objetivadas para infectar células con anticuerpos monoclonales para antigenos viricos)
también se pueden utilizar como portadores farmacéuticamente aceptables. Estos se pueden preparar de acuerdo
con los métodos conocidos por aquellos expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la Patente
Estadounidense No. 4,522,811.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de dosificacion unitaria para
cada caso de administracion y uniformidad de dosificacion. La forma de dosificacion unitaria como se utiliza aqui se
refiere a unidades fisicamente discretas como dosificaciones unitarias para el sujeto a ser tratado; cada unidad que
contiene una cantidad predeterminada del compuesto activo calculado para producir el efecto terapéutico deseado
en asociacion con el portador farmacéutico requerido. La especificacion para las formas unitarias de dosificacion de
la invencion se dicta mediante y depende directamente de las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular a ser alcanzado, y las limitaciones inherentes en la técnica de compuesto de tal un compuesto
activo para el tratamiento de individuos.

La toxicidad y eficacia terapéutica de tales compuestos se puede determinar mediante procedimiento farmacéutico
estandar en los cultivos celulares 0 animales experimentales, por ejemplo, para determinar el LD50 (la dosis letal a
50% de la poblacion) y el ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en 50% de la poblacién). La relacién de dosis
entre los efectos terapéuticos y toxicos y es el indice terapéutico y este se puede expresar como la relacion de
LD50/ED50. Se prefieren los compuestos que exhiben grandes indices terapéuticos. Aunque se puede utilizar los
compuestos que exhiben efectos colaterales toxicos, se debe tener cuidado en disefiar un sistema de suministro que
objetiva tales compuestos en el sitio del tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial a las células no
infectadas y, por lo tanto, reducir los efectos colaterales.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios de animal se pueden utilizar en formular un rango
de dosificacién para uso en humanos. La dosificacion de tales compuestos cae preferiblemente dentro de un rango
de concentraciones circulantes que incluyen el ED50 con poca o sin toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de
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este rango dependiente de la forma de dosificacion empleada y la ruta de administracion utilizada. Para cualquier
compuesto utilizado en el método de la invencion, la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimular inicialmente
de los ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos de animal para alcanzar un rango de
concentracién de plasma circulante que incluye el EC50 (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que
alcanza una respuesta media maxima) como se determina en el cultivo celular. Tal informacién se puede utilizar para
determinar mas exactamente las dosis Utiles en los humanos. Se pueden medir los niveles en el plasma, por
ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto desempefio.

Las composiciones farmacéuticas se pueden incluir en un contenedor, empaque, o dispensador junto con
instrucciones para administracion.

VI. Organismos o Células Knockout y/o Knockdown

Un uso preferido adicional para los agentes ARNi de la presente invencién (o vectores o transgenes que codifican el
mismo) es un andlisis funcional que se lleva a cabo en células eucaridticas, o organismos no humanos eucariéticos,
preferiblemente células de mamifero u organismos y mas preferiblemente células humanas, por ejemplo estirpes
celulares tal como HelLa o 293 o roedores, por ejemplo ratas y ratones. Al administrar un agente ARNi adecuado que
es gue es suficientemente complementario con una secuencia de mARN objetivo para dirigir la interferencia de ARN
especifica objetivo, un fenotipo especifico knockout o knockdown se puede obtener en una célula objetivo, por
ejemplo en cultivo celular o en un organismo objetivo.

Asi, una materia objeto adicional de la invencién es una célula eucariética o un organismo no humano eucariotico
gue exhibe un fenotipo knockout o knockdown especifico del gen objetivo que comprende una expresion completa o
por lo menos parcialmente deficiente de por lo menos un gen objetivo endégeno en donde dicha célula u organismo
se transfecta con por lo menos un vector que comprende ADN que codifica un agente ARNi capaz de inhibir la
expresion del gen objetivo. Se debe notar que la presente invencién permite un knockout o knockdown especifico
objetivo de varios diferentes genes enddgenos debido a la especificidad del agente ARN..

Los fenotipos knockout o knockdown especificos de gen de células o organismos no humanos, particularmente de
células de mamiferos humanos o no humanos se puede utilizar en procedimientos analiticos, por ejemplo en el
andlisis funcional y/o fenotipico de los procesos fisiolégicos de complejo tal como analisis de perfiles de expresion de
gen y/o proteomas. Preferiblemente el andlisis se lleva a cabo mediante métodos de alto rendimiento utilizando
oligonucledtido con base en chips.

Utilizando tecnologias knockout o knockdown con base en ARNI, la expresion de un gen objetivo enddgeno se
puede iniciar en una célula objetivo u organismo objetivo. El gen enddgeno se puede complementar mediante un
acido nucleico objetivo exdgeno que codifica la proteina objetivo o una variante o forma mutada de las proteina
objetivo, por ejemplo un gen o un ADN, que se puede fusionar opcionalmente en una secuencia de acido nucleico
adicional que codifica un péptido o polipéptido detectable, por ejemplo una etiqueta de afinidad, particularmente una
etiqueta de multiple afinidad.

Las variantes o formas mutadas del gen objetivo difieren del gen objetivo endégeno en que ellas codifican un
producto de gen que difiere del producto de gen enddégeno en el nivel de aminoacido mediante sustituciones,
inserciones y/o eliminaciones de Unicos o multiples aminoacidos. Las variantes o formas mutadas pueden tener la
misma actividad biolégica como el gen objetivo endégeno. Por otra parte, la variante o gen objetivo mutado también
puede tener una actividad bioldgica, que difiere de la actividad biolégica del gen objetivo endégeno, por ejemplo una
actividad parcialmente eliminada, una actividad completamente eliminada, una actividad mejorada etc. La
complementacion se puede llevar a cabo al comprimir el polipéptido codificado por el acido nucleico endégeno, por
ejemplo una proteina de fusién que comprende la proteina objetivo y la etiqueta de afinidad y la molécula de ARN
bicatenaria para desactivar el gen endogeno en la célula objetivo. Esta compresion se puede llevar a cabo al utilizar
un vector de expresion adecuado que expresa el polipéptido codificado por el &cido nucleico endégeno, por ejemplo
la proteina objetivo modificada por la etiqueta y la molécula de ARN bicatenaria o alternativamente al utilizar una
combinacién de vectores de expresion. Las proteinas y complejos de proteina que se sintetizan de nuevo en la
célula objetivo contendran el producto de gen exdgeno, por ejemplo, la proteina de fusion modificada. Con el fin de
evitar la supresion del producto de gen exdégeno mediante el agente ARNi, la secuencia de nucleétido que codifica el
acido nucleico exdgeno se puede alterar en el nivel de ADN (con o sin originar mutaciones en el nivel de
aminoacido) en la parte de la secuencia que es homdloga al agente ARNi. Alternativamente, el gen objetivo
enddgeno se puede complementar mediante las secuencias de nucleétido correspondientes de otras especies, por
ejemplo de ratén.

VII. Organismos Transgénicos
Los precursores de ARN construidos por ingenieria de la invencién se pueden expresar en animales transgénicos.

Estos animales representan un sistema de modelo para el estudio de trastornos que se originan por, o se exacerban
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por, la sobreexpresién o bajo expresion (cuando se compara con tipo natural o normal) de acidos nucleicos (y sus
polipéptidos codificados) objetivados para la destruccién mediante los agentes ARNi, por ejemplo, siARN y shARN, y
para el desarrollo de los agentes terapéuticos que modulan la expresién o actividad de los acidos nucleicos o
polipéptidos objetivados para destruccion.

Los animales transgénicos pueden ser animales de granja (cerdos, cabras, ovejas, vacas, caballos, conejos, y
similares), roedores (tal como ratas, conejillos de indias, y ratones), primates no humanos (por ejemplo, babuinos,
monos, y chimpancés), y animales domésticos (por ejemplo, perros y gatos). Se pueden utilizar invertebrados tal
como Caenorhabditis elegans o Drosofila asi como también vertebrados no mamiferos tal como peces (por ejemplo,
pez cebra) o aves (por ejemplo, pollos).

Los precursores de ARN construidos por ingenieria con corrientes de 18 a 30 nucle6tidos en longitud se prefieren
para uso en mamiferos, tal como ratones. Un animal fundador transgénico se puede identificar con base en la
presencia de un transgen que codifica los nuevos precursores de ADN en su genoma, y/o la expresion del transgen
en tejidos o células de los animales, por ejemplo, utilizando PCR o andlisis Northern. Se confirma la expresion
mediante una reduccion en la expresion (ARN o proteina) de la secuencia objetivo.

Un animal fundador transgénico se puede utilizar para crirar animales adicionales que llevan el transgen. Mas aun,
los animales transgénicos llevan un transgen que codifica los precursores de ARN pueden ademas ser criados en
otros animales transgénicos que llevan otros transgenes. Adicionalmente, las células obtenidas del animal fundador
transgénico o su descendencia se puede cultivar para establecer estirpes celulares primarias, secundarias, 0
inmortales que contienen el transgen.

1. Procedimientos para Elaborar Animales No Humanos, Transgénicos

Un nimero de métodos se ha utilizado para obtener animales no humano, transgénicos, que son animales que han
ganado un gen adicional mediante la introduccién de un transgen en sus células (por ejemplo, células de gen y
somaticas), o en una estirpe de gen antecesora. En algunos casos, los animales transgénicos se puede generar
mediante facilidades comerciales (por ejemplo, The Transgenic Drosophila Facility at Michigan State University, The
Transgenic Zebrafish Core Facility at the Medical College of Georgia (Augusta, Georgia), y Xenogen Biosciences (St.
Louis, MO). En general, se suministra a la instalacion la construccién que contiene el transgen para generar un
animal transgénico.

Los métodos para generar animales transgénicos incluyen introducir el transgen en la linea germinal del animal. Un
método es mediante microinyeccion de una construcciéon de gen en el pronuicleo de un embridn de etapa temprana
(por ejemplo, antes de la etapa fourcell; Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:5016; Brinster et al.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438). Alternativamente, el transgen se puede introducir en el pronudcleo
mediante infeccion retrovirica. Se ha descrito un procedimiento detallado para producir tales ratones transgénicos
(see por ejemplo, Hogan et al., MP1 ulating the Mouse ErnbnLo. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring
Harbour, NY (1986); Patente Estadounidense No. 5,175,383 (1992)). Este procedimiento también se ha adaptado
para otras especies animales (por ejemplo, Hammer et al., 1985, Nature 315:680; Murray et al., 1989, Reprod. Fert.
Devl. 1:147; Pursel et al., 1987, Vet. hnmunol. Histopath. 17:303; Rexroad et al., 1990, J. Reprod. Fert. 41 (suppl): 1
19; Rexroad et al., 1989, Molec. Reprod. Devl. 1:164; Simons et al., 1988, BioTechnology 6:179; Vize et al., 1988, J.
Cell. Sci. 90:295; y Wagner, 1989, J. Cell. Biochem. 13B (suppl): 164).

En resumen, el procedimiento involucra introducir el transgen en un animal al microinyectar la construccion en el
pronucleo de los huevos de mamifero fertilizados para originar una o mas copias del transgen que se retienen en las
células del mamifero desarrollado. Luego de introduccion de la construccién de transgen dentro del huevo fertilizado,
el huevo se puede incubar in vitro para variar cantidades de tiempo, o reimplantar a un anfitrion subrogado, o ambos.
Un método comun es para incubar los embriones in vitro durante aproximadamente 1-7 dias, dependiendo de las
especies, y luego reimplantarlos en el anfitrion subrogado. La presencia del transgen en al progenie de los
embriones manipulados transgénicamente se puede probar mediante analisis Southern blot de un segmento de
tejido.

Otro método para producir animales transgénicos de linea germinal es a través del uso células madre embridnicas
(ES). La construccion de gen se puede introducir dentro de células madre embridnicas mediante recombinacion
homologa (Thomas et al., 1987, Cell 51:503; Capecchi, Science 1989, 244:1288; Joyner et al., 1989, Nature
338:153) en una regién transcripcionalmente activa del genoma. Una construcciéon adecuada también se puede
introducir dentro de células madre embridnicas mediante transfeccion mediada por ADN, tal como mediante
electroporacion 17 (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1987). Los
procedimientos detallados para cultivar células madre embriénicas (por ejemplo, ES-D3@ ATCC# CCL-1934, ES-
E14TG2a, ATCC# CCL-1821, American Type Culture Collection, Rockville, AM) y métodos para elaborar animales
transgénicos de células madre embridnicas se puede encontrar en Teratocarcinomas y Células madre embriénicas,
A Practical Approach, ed. E.J. Robertson (IRL Press, 1987). En resumen, las células ES se obtienen de embriones
de preimplantacioén cultivados in vitro (Evans et al., 1981, Nature 292: 154-156). Se pueden introducir eficientemente
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transgenes dentro de células ES mediante transfeccion de ADN o mediante transduccion mediada por retrovirus. Las
células ES transformadas resultantes por lo tanto se pueden combinar con blastocistos de un animal no humano.
Las células ES que colonizan el embrién y contribuyen a la linea germinal del animal quimérico resultante.

En los métodos anteriores, el transgen se puede introducir como una construccion lineal, un plasmido circular, o un
vector virico, que se puede incorporar y heredar como un transgen integrado en el genoma anfitrion. El transgen
también se puede construir para permitir a ser heredado como un plasmido extracromosomal (Gassmann et al.,
1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1292). Un plasmido es una molécula de ADN que se puede replicar
automaticamente en un anfitrion.

Los animales no humanos, transgénicos también se pueden obtener al infectar o transfectar células in vivo (por
ejemplo, inyeccién directa), ex vivo (por ejemplo, infectar células fuera del anfitrion y después reimplantarlas), o in
vitro (por ejemplo, infectar células fuera del anfitrion), por ejemplo, con un vector virico recombinante que lleva un
gen que codifica los precursores de ARN construidos por ingenieria. Ejemplos de vectores viricos adecuados
incluyen vectores retroviricos recombinantes (Valerio et al., 1989, Gene 84:419; Scharfinan et al., 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88:462; Miller y Buttimore, 1986, Mol. Cell. Biol. 6:2895), vectores adenoviricos recombinantes
(Freidman et al., 1986, Mol. Cell. Biol. 6:3791; Levrero et al., 1991, Gene 101: 195), y vectores viricos Herpes
simples recombinante (Fink et al., 1992, Human Gene Therapy 3:11). Tales métodos también son utiles para
introducir construcciones dentro de las células para usos diferentes a la generacion de animales transgénicos.

Otros métodos incluyen insercion de transgenes que codifican los nuevos precursores de ARN construidos por
ingenieria dentro de vectores viricos incluyendo adenovirus recombinante, virus asociado adeno, y virus 1 de herpes
simplex, o plasmidos bacterianos recombinantes o plasmidos eucariéticos. Los vectores viricos transfectan las
células directamente. Otros métodos incluyen suministrar los transgenes, en la forma de ADN de plasmido, con la
ayuda de, por ejemplo, liposomas catiénicos (lipofectina) o derivados (por ejemplo anticuerpo conjugado)
conjugados polilisina, gramacidina S, envolturas viricas artificiales, u otros tales portadores intracelulares, asi como
también inyeccion directa de la construccién de transgen o precipitacion CaPO4 llevada a cabo in vivo. Tales
métodos también se pueden utilizar in vitro para introducir las construcciones dentro de las células para usos
diferentes a la generacién de animales transgénicos.

Los vectores de retrovirus y vectores de adenovirus asociados se pueden utilizar como un sistema de suministro
hecho recombinantes para la transferencia de genes exdgenos in vivo 0 in vitro. Estos vectores proporcionan
suministro eficiente de genes dentro de las células, y los acidos nucleicos transferidos se integran establemente
dentro del ADN cromosomico del anfitrion. El desarrollo de estirpes celulares especializadas (denominado "células
de empaque") que produce solo retrovirus defectuosos de replicacion ha incrementado la utilidad de los retrovirus
para la terapia de gen, y los retrovirus defectuosos se caracterizan para uso en transferencia de gen para propositos
de terapia de gen (para una revision ver Miller, 1990, Blood 76:271). Un retrovirus defectuoso de replicacion se
puede empacar dentro de viriones que se pueden utilizar para infectar una célula objetivo a través del uso de virus
auxiliares mediante técnicas estandar. Los protocolos para producir retrovirus recombinantes y para infectar células
in vitro 0 in vivo con tales virus se puede encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel, F.M. et al.,
(eds.) Greene Publishing Associates, (1989), Secciones 9 9.14 y otros manuales de laboratorio estandar.

Ejemplos de retrovirus adecuados incluyen pLJ, pZIP, pWE y pEM que se conocen por aquellos expertos en la
técnica. Ejemplos de lineas de virus de empaque adecuados para preparar los sistemas retroviricos ecotrépicos y
amfotropicos incluyen Psi- Crip, PsiCre, Psi-2 y Psi-Am. Los retrovirus se han utilizado para introducir una variedad
de genes en muchos tipos de células diferentes, incluyendo células epiteliales, in vitro y/o in vivo (ver por ejemplo
Eqglitis, et al., 1985, Science 230:1395-1398; Danos y Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-6464;
Wilson et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:3014-3018; Armentano et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:61416145; Huber et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8039-8043; Ferry et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:8377-8381; Chowdhury et al., 1991, Science 254:1802-1805; van Beusechem. et al., 1992, Proc. Nad. Acad.
Sci. USA 89:7640-19 ; Kay et al., 1992, Human Gene Therapy 3:641-647; Dai et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:10892-10895; Hwu et al., 1993, J. Immunol. 150: 4104-4115; la Patente Estadounidense No. 4,868,116; la
Patente Estadounidense No. 4,980,286; Solicitud PCT WO 89/07136; Solicitud PCT WO 89/02468; Solicitud PCT
WO 89/05345; y Solicitud PCT WO 92/07573).

En otro ejemplo, los vectores retroviricos recombinantes capaces de traducir y expresar los genes insertados en el
genoma de una célula se puede producir al transfectar el genoma retrovirico recombinante en estirpes celulares de
empaque adecuadas tal como PA317 y Psi-CRIP (Comette et al., 1991, Human Gene Therapy 2:5-10; Cone et al.,
1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6349). Los vectores adenoviricos recombinantes se pueden utilizar para infectar
una amplia variedad de células y tejidos en anfitriones susceptibles (por ejemplo, rata, hamster, perro, y chimpancé)
(Hsu et al., 1992, J. Infectious Disease, 166:769), y también tienen la ventaja de no requerir células mitéticamente
activas para infeccion. Otro sistema de suministro de gen virico til en la presente invencion también utiliza vectores
derivados de adenovirus. El genoma de un adenovirus se puede manipular de tal manera que este codifica y
expresa un producto de gen de interés pero se inactiva en términos de su capacidad para replicar en un ciclo de vida
virico litico normal. Ver, por ejemplo, Berkner et al. (1988, BioTechniques 6:616), Rosenfeld et al. (1991, Science
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252: 431-434), y Rosenfeld et al. (1992, Cell 68:143-155). Los vectores adenoviricos derivados de la hebra
adenovirus tipo Ad 5 d1324 u otras hebras de adenovirus (por ejemplo, Ad2, AO, Ad7 etc.) se conocen por aquellos
expertos en la técnica. Los adenovirus recombinantes pueden ser ventajosos en ciertas circunstancias en que ellos
no son capaces de infectar células no divididas y se pueden utilizar para infectar una amplia variedad de tipos de
células, incluyendo células epiteliales (Rosenfeld et al., 1992, citado supra). Adicionalmente, la particula de virus es
relativamente estable y susceptible de purificacién y concentracion, y como anteriormente, se puede modificar para
afectar el espectro de inefectividad. Adicionalmente, el ADN adenovirico introducido (y el ADN extrafio contenido alli)
no se integra dentro del genoma de una célula anfitriona pero permanece episémico, evitando por lo tanto problemas
potenciales que pueden ocurrir como un resultado de mutagenia insercional in situ en donde se introduce ADN que
se llega a integrar en el genoma anfitrién (por ejemplo, ADN retrovirico). Mas aun, la capacidad llevada del genoma
adenovirico para el ADN extrafio es largo (hasta 8 kilobases) con relacién a otros vectores de suministro de gen
(Berkner et al. cited supra; Haj-Ahmand y Graham, 1986, J. Virol. 57:267).

Todavia otro sistema de vector virico Util para el suministro de los transgenes del sujeto es el virus asociado adeno
(AAV). El virus asociado adeno es un virus defectuoso de ocurrencia natural que requiere otro virus, tal como un
adenovirus o un virus herpes, como un virus auxiliar para replicacion eficiente y un ciclo de vida productivo. Para una
revision, ver Muzyczka et al. (1992, Curr. Topics in Micro.and Immunol. 158:97-129). También uno de los pocos virus
gue pueden integrar su ADN en células no divididas, y que exhibe una alta frecuencia de integracion estable (ver por
ejemplo Flotte et al. (1992, Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349-356; Samulski et al., 1989, J. Virol. 63:3822-3828; y
McLaughlin et al. (1989, J. Virol. 62: 1963-1973). Los vectores que contienen tan poco como 300 pares base de AAV
se pueden empacar y se pueden integrar. El espacio para el ADN exdgeno se limita a aproximadamente 4.5 kb. Un
vector AAV tal como aquel descrito en Tratschin et al. (1985) MoL Cell. Biol. 5:3251-3260 se puede utilizar para
introducir en ADN dentro de las células. Una variedad de &cidos nucleicos se han introducido en diferentes tipos de
células utilizando los vectores AAV (ver por ejemplo Hennonat et al. (1984) Proc. Nad. Acad. Sci. USA 8
1:64666470; Tratschin et al. (1985) Mol. Cell. BioL 4:2072-2081; Wondisford et al. (1988) MoL EndocrinoL 2:32-39;
Tratschin et al. (1984) J ViroL 51:611-619; y Flotte et al. (1993) J BioL Chem. 268:3781-3790).

Adicionalmente a los métodos de transferencia virica, tal como aquellos ilustrados anteriormente, también se pueden
emplear métodos no viricos que originan la expresion de un shARN o precursor de ARN construido por ingenieria de
la invencion en el tejido de un animal. La mayoria de métodos no viricos de transferencia de gen se basa en
mecanismos nonanales utilizados mediante células de mamifero para la retoma y transporte intracelular de
macromoléculas. En realizaciones preferidas, los sistemas de suministro de gen no virico de la presente invencion
se basa en rutas endociticas para la retoma del gen del sujeto de la invencién mediante la célula objetivo. Los
sistemas de suministro de gen de ejemplo de este tipo incluyen sistemas derivados de liposomas, conjugados poli-
lisina, y envolturas viricas artificiales. Otras realizaciones incluyen sistemas de inyeccion de plasmido tal como se
describen en Meuli et al., (2001) J Invest. DerinatoL, 116 (1):131-135; Cohen et al., (2000) Gene Ther., 7(22):1896-
905; y Tam et al., (2000) Gene Ther., 7(21):186774.

En una realizacién representativa, un gen que codifica un shARN o precursor de ARN construido por ingenieria de la
invencién se pueden atrapar en liposomas que llevan cargas positivas en su superficie (por ejemplo, lipofectinas) y
(opcionalmente) que se etiquetan con anticuerpos contra los antigenos de superficie celular del tejido objetivo
(Mizuno et al., (1992) No Shinkei Geka, 20: 547-55 1; publicacion PCT W091/06309; solicitud de patente Japonesa
10473 8 1; y publicacion de patente Europea EPA- 43 075).

Los animales que albergan el transgen que se puede identificar al detectar la presencia del transgen en el ADN
gendmico (por ejemplo, utilizando analisis Southern). Adicionalmente, la expresion del shARN o precursor de ARN
construido por ingenieria se puede detectar directamente (por ejemplo, mediante andlisis Northern). La expresion del
transgen también se puede confirmar al detectar una reduccién en la cantidad de proteina que corresponde a la
secuencia objetivo. Cuando el transgen esta bajo el control de un promotor inducible o desarrolladamente regulado,
la expresion de la proteina objetivo se reduce cuando el transgen se induce o en la etapa desarrollada cuando se
expresa el transgen, respectivamente.

2. Clones de Animales Transgénicos

Los clones de los animales transgénicos no humanos descritos aqui se pueden producir de acuerdo con los métodos
descritos en Wilmut et al. ((1997) Nature, 385:810-813) y publicacion PCT Nos. WO 97/07668 y WO 97/07669. En
resumen, una célula, por ejemplo, una célula somatica del animal transgénico, se puede aislar e inducir para salir en
el ciclo de crecimiento e ingresar en la fase GO para llegar a estar en reposo. La célula quiescente luego se puede
fusionar, por ejemplo, a través del uso de pulsos eléctricos, en un oocito enucleado de un animal de la misma
especie de la cual se aisla la célula quiescente. El oocito reconstruido luego se cultiva de tal manera que este se
desarrolla en una moérula o blastocito y luego se transfiere a un animal de crianza hembra seudoprefiado. La
descendencia nacida de este animal de crianza hembra seran clones del animal del cual se aisla la célula, por
ejemplo, la célula somatica.
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Una vez se produce el animal transgénico, las células del animal transgénico y las células de un animal de control se
detectar para determinar la presencia de una secuencia de acido nucleico de precursor ARN, por ejemplo, utilizando
reaccion de cadena polimerasa (PCR). Alternativamente, las células se pueden detectar para determinar si se
expresa el precursor de ARN (por ejemplo, mediante procedimientos estandar tal como andlisis Northern o reaccion
de cadena transcriptasa-polimerasa inversa (RT-PCR); Sambrook et al., Molecular Cloning - A Laboratory Manual,
(Cold Spring Harbor Laboratory, 1989)).

Los animales transgénicos de la presente invencion pueden ser homocigotos o heterocigotos, y uno de los
beneficios de la invencion es que el mMARN objetivo se degrada efectivamente aln en heterocigotos. La presente
invenciéon se proporciona para animales transgénicos que llevan un transgen de la invencién en todas sus células,
asi como también animales que llevan un transgen en algunas, pero no en todas sus células. Esto es, la invencion
se proporciona para animales mosaicos. El transgen se puede integrar como un transgen Unico o en
concatenadores, por ejemplo, tindem cabeza a cola o cola a cabeza.

Para una revisién de las técnicas que se pueden utilizar para generar y evaluar los animales transgénicos, los
artesanos expertos pueden consultar a Gordon (IwL Rev. CytoL 1 1 5:171-229, 1989), y pueden obtener guia
adicional de, por ejemplo: Hogan et al. "Manipulating the Mouse Embryo" (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY, 1986; Krimpenfort et al., BiolTechnology 9:86, 1991; Palmiter et al., Cell 41:343, 1985; Kraemer et al.,
"Genetic Manipulation of the Early Mammalian Embryo," Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, 1985;
Hammer et al., Nature 315:680, 1985; Purcel et al.,, Scieizce, 244:1281, 1986; Wagner et al., la Patente
Estadounidense No. 5,175,385; y Krimpenfort et al., la Patente Estadounidense No. 5,175,384.

3. Plantas Transgénicas

Entre los organismos eucariéticos caracterizados en la invencion son plantas que contienen un acido nucleico
exdgeno que codifica un precursor de ARN construido por ingenieria de la invencién.

De acuerdo con lo anterior, un método de acuerdo con la invencion comprende elaborar una planta que tiene una
molécula de &cido nucleico o construccion, por ejemplo, un transgen, descrito aqui. Las técnicas para introducir
acidos micleicos exdgenos en plantas monocotiledéneas o dicotiledéneas se conocen en la técnica, e incluyen, sin
limitacion, transformacion mediada por Agrobacterium, transformacion mediada por vector virico, electroporacion y
transformacion por pistola de particulas, ver, por ejemplo, la Patente Estadounidenses Nos. 5,204,253 y 6,013,863.
Si se utiliza una célula o cultivo de tejido como el tejido receptor para transformacioén, las plantas se pueden
regenerar de cultivos transformados mediante las técnicas conocidas por aquellos expertos en la técnica. Las
plantas transgénicas se pueden ingresar en un programa de siembra, por ejemplo, para introducir un acido nucleico
que codifica un polipéptido dentro de otras estirpes, para transferir el acido nucleico a otras especies o para
seleccion adicional de otros rasgos deseables. Alternativamente, las plantas transgénicas se pueden propagar
vegetativamente mediante aquellas especies susceptibles de tales técnicas. La progenie incluye descendientes de
una planta particular o estirpe ce planta. La progenie de una planta incluye semillas formadas en F1, F2, F3, y
plantas de generacion posterior, o semillas formadas en BQ, BC2, BC3, y plantas de generacion posterior. Las
semillas producidas por una planta transgénica se pueden hacer crecer y luego autofecundadas (o cruzadas y
autofecundadas) para obtener semillas homocigotas del acido nucleico que codifica un polipéptido novedoso.

Un grupo adecuado de plantas con las que se practica la invencion incluyen dicotiledéneas, tal como coliflor, alfalfa,
soya, colza (acido erucico alto y canola), o girasol. También son adecuadas las monocotiledéneas tal como maiz,
trigo, centeno, cebada, avena, arroz, mijo, amaranto o sorgo. También son adecuados los cultivos vegetales o
cultivos de raiz tal como popa, brocoli, guisantes, maiz dulce, maiz, tomate, habichuelas (incluyendo frijol,
habichuelas de lima, habichuelas secas, habichuelas verdes) y similares. También son adecuados los cultivos de
frutas tal como melocotén, pera, manzana, fresa, naranja, limén, uvas, ciruela, mango y palma. asi, la invencion
tiene uso sobre un amplio rango de plantas, que incluyen especies del género Anacardium, Arachis, Asparagus,
Atropa, Avena, Brassica, Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus,
Elaeis, Fragaria, Glycine, Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoscyalnus, Lactuca, Linum, Lolium,
Lupinus, Lycopersicon, Malus, Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza, Panicum, Pannesetum,
Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum,
Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum, Vicia, Vitis, Vigna y Zea.

El experto en la materia apreciard que los organismos enumerados también son Utiles para practicar otros aspectos
de la invencién, por ejemplo, como células anfitrionas, como se descubrié anteriormente.

Las moléculas de acido nucleico de la invencién se pueden expresar en plantas en una forma especifica de célula o
tejido de acuerdo con los elementos reguladores seleccionados que se incluyen en una construccion de acido
nucleico particular presente en la planta. Las células, tejidos y érganos adecuados en los que se expresa un
polipéptido quimérico de la invencién incluyen, sin limitacion, évulo, célula central, célula synergid, cigoto, évulo
primordio, nucela, tegumentos, endotelio, células gametofito femeninas, embrién, eje, cotiledones, suspensor,
endospermo, cubierta de semilla, meristema de suelo, tejido vascular, cambium, floema, corteza, brotes laterales o
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meristemas de raiz, meristemas apicales de brote o raiz, meristemo floral, primordios de hojas, células del meséfilo
de la hoja y hojas de células de la epidermis, por ejemplo, células epidérmicas que participan en formacién de la
capa cuticular. También son adecuadas las células y tejidos que crecen en medio liquido o en medio semisolido.

4. Hongos Transgénicos

Otros organismos eucariéticos caracterizados en la invencién son hongos que contienen una molécula exégena de
acido nucleico que codifica un precursor de ARN construido por ingenieria de la invenciéon. De acuerdo con lo
anterior, un método de acuerdo con la invencion comprende introducir una molécula de &acido nucleico o
construccién como se describe aqui dentro de un hongo. Las técnicas para introducir acidos nucleicos exégenos
dentro de muchos hongos se conocen en la técnica, ver, por ejemplo, la Patente Estadounidenses Nos. 5,252,726 y
5,070,020. Se pueden cultivar hongos transformados mediante técnicas conocidas por aquellos expertos en la
técnica. Tales hongos se pueden utilizar para introducir un acido nucleico que codifica un polipéptido dentro de otras
hebras de hongo, para transferencia del 4cido nucleico en otras especies o para la seleccion adicional de otros
rasgos deseables.

Un grupo adecuado de hongos con los cuales se practica la invencion incluyen levadura fision y levadura en ciernes,
tal como Saccharoinyces cereviseae, S. pombe, S. carlsbergeris y Candida albicans. Los hongos filamentosos tal
como Aspergillus spp. y Penicillium spp. también son Utiles.

VIIl. Gendmicos Funcionales y/o Protedmicos

Las aplicaciones preferidas para la célula u organismo de la invencién es el analisis de los perfiles de expresién de
gen y/o proteomas. En una realizacion especialmente preferida se lleva a cabo un andlisis de una variante o forma
mutante de una o varias proteinas objetivo, en donde dicha variante o formas mutantes se reintroducen dentro de la
célula u organismo mediante un acido nucleico objetivo exégeno como se describid anteriormente. La combinacion
de knockout de un gen enddgeno y de rescate al utilizar el objetivo mutado, por ejemplo parcialmente eliminado
exdgeno que tiene ventajas cuando se compara con el uso de una célula knockout. Adicionalmente, este método es
particularmente adecuado para identificar dominios funcionales de la proteina objetivo. En una realizacion preferida
adicional se lleva a cabo una comparacion, por ejemplo de los perfiles de expresién de gen y/o proteomas y/o
caracteristicas fenotipicas de por lo menos dos células u organismos. Estos organismos se seleccionan de: (i) una
célula de control o organismos de control sin la inhibicién del gen objetivo, (ii) una célula u organismo con la
inhibicion del gen objetivo y (iii) una célula u organismo con la inhibicion del gen objetivo més la complementacion
del gen objetivo mediante un &cido nucleico objetivo exdgeno.

Adicionalmente, el método de complementacion de ARN knockout se puede utilizar para sus propdsitos
preparativos, por ejemplo para la purificacion de afinidad de las proteinas o complejos de proteina de células
eucarioticas, particularmente células de mamifero y mas particularmente células de humano. En esta realizacion de
la invencién, el acido nucleico objetivo exdgeno codifica preferiblemente una proteina objetivo que se fusiona para
etiqueta de afinidad de la técnica. Este método es adecuado para andlisis de proteoma funcional en células de
mamifero, particularmente células de humano.

Otra utilidad de la presente invencion puede ser un método para identificar la funcién de gen en un organismo que
comprende el uso de un agente ARNi para inhibiri la actividad de un gen objetivo de la funcion previamente
desconocida. En lugar del consumo de tiempo y el aislamiento laborioso de mutantes mediante deteccion genética
tradicional, los gendmicos funcionales preverian determinar la funciéon de genes no caracterizados al emplear la
invencion para reducir la cantidad y/o alterar el tiempo de la actividad del gen objetivo. La invencién se puede utilizar
para determinar objetivos potenciales para farmacéuticos, bajo reposo normal y eventos patoldgicos asociados con
el desarrollo, rutas de sefializacion determinante responsables para desarrollo/envejecimiento postnatal, y similares.
La velocidad incrementada para adquirir la informacién de secuencia de nucleétido de las fuentes de gen genémicas
y expresadas, incluyendo las secuencias totales para la levadura, D. melanogaster, y genomas C. elegans, se puede
acoplar con la invencion para determinar la funcion de gen en un organismo (por ejemplo, nematodo). La preferencia
de diferentes organismos para utilizar codones particulares, la busqueda de bases de datos de secuencia para
productos de gen relacionados, que correlaciona el mapa de ligado de rasgos genéticos con el mapa fisico del cual
se derivan las secuencias de nucleétido, y los métodos de inteligencia artificial se pueden utilizar para definir los
cuadros de lectura abierta putativos de las secuencias de nucledtido adquiridas en tales proyectos de
secuenciamiento. Un ensayo simple inhibiria la expresion de gen de acuerdo con la secuencia parcial disponible de
una etiqueta de secuencia expresada (EST). Las alteraciones funcionales en el crecimiento, desarrollo,
metabolismo, resistencia a la enfermedad, u otros proceso bioldgicos seran indicadores del papel normal del
producto de gen de EST.

El caso con el que el ARN se puede introducir en una célula intacta/organismo que contiene el gen objetivo permite
a la presente invencién ser utilizada en deteccidon de alto rendimiento (HTS). Las soluciones que contienen los
agentes ARNi que son capaces de inhibir los diferentes genes expresados se pueden colocar en placas individuales
posicionadas en una placa microtitulo como una disposicion ordenada, y las células intactas/organismos en cada
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pozo se pueden evaluar para cualesquier cambios o modificaciones en el comportamiento o desarrollo debido a la
inhibicion de la actividad del gen objetivo. EI ARN amplificado se puede cargar directamente a, inyectar en, la
célula/organismo que contiene el gen objetivo. Alternativamente, el agente ARNi se puede producir de un vector,
como se describe aqui. Los vectores se pueden inyectar en, la célula/organismo que contiene el gen objetivo. La
funcién del gen objetivo se puede evaluar de los efectos que este tiene en la célula/organismo cuando se inhibe la
actividad del gen. Esta deteccion puede ser susceptible para sujetos pequefios que se pueden procesar en gran
numero, por ejemplo: arabidopsis, bacterias, drosofila, hongos, nematodos, virus, pez cebra, y células de cultivo de
tejido derivadas de mamifero. Un nematodo u otro organismo que produce una sefial colorimétrica, fluorogénica, o
luminiscente en respuesta a un promotor regulado (por ejemplo, transfectado con una construccién de gen reportero)
se puede evaluar en su formato HTS.

La presente invencién puede ser Util en permitir la inhibicion de los genes esenciales. Tales genes se pueden
requerir para viabilidad celular o de organismo en solo etapas particulares de desarrollo o compartimientos celulares.
El equivalente funcional de mutaciones condicionales se puede producir al inhibir la actividad del gen objetivo
cuando o este no se requiere para viabilidad. La invencion permite la adicion del agente ARNi en tiempos
especificos de desarrollo y ubicaciones en el organismo sin introducir mutaciones permanentes dentro del genoma
objetivo.

IX. Ensayos de Deteccion

Los métodos de la invencion también son adecuados para uso en métodos para identificar y/o caracterizar agentes
farmacologicos potenciales, por ejemplo identificar nuevos agentes farmacolégicos de una coleccion de sustancias
de prueba y/o caracterizar mecanismos de accién y/o efectos colaterales de agentes farmacolégicos conocidos.

Asi, la presente invenciébn también se relaciona con un sistema para identificar y/o caracterizar agentes
farmacolégicos que actian en por lo menos una proteina objetivo que comprende:

(a) una célula eucaridtica o un organismo no humano eucariético capaz de expresar por lo menos un gen objetivo
enddgeno que codifica dicha proteina objetivo, (b) por lo menos una molécula de agente ARNi capaz de inhibir la
expresion de dicho por lo menos un gen objetivo endégeno, y (c) una sustancia de prueba o una coleccion de las
sustancias de prueba en donde las propiedades farmacolégicas de dicha sustancia de prueba o dicha coleccion se
identifican y/o se caracterizan. Adicionalmente, el sistema como se describié anteriormente preferiblemente
comprende: (d) por lo menos un acido nucleico objetivo exdgeno que codifica el objetivo proteina o una variante o
forma mutada de la proteina objetivo en donde dicho &cido nucleico objetivo exdgeno difiere del gen objetivo
enddogeno en el nivel de acido nucleico de tal manera que la expresion del acido nucleico objetivo exdgeno se inhibe
menos sustancialmente por el agente ARNi que la expresion del gen objetivo enddgeno.

Los compuestos de prueba de la presente invencion se pueden obtener utilizando cualquiera de las numerosos
métodos en métodos de coleccion combinatoria conocidos en la técnica, incluyendo: colecciones biolégicas;
colecciones de fase de solucién o de fase sdlida paralela espacialmente direccionable; métodos de colecciones
sintéticas que requieren desconvolucion; el método de coleccion de un compuesto un glébulo; y métodos de
coleccidn sintética utilizando seleccidon de cromatografia de afinidad. El método de coleccion bioldgica se limita a
colecciones de péptido, aunque los otros cuatro métodos son aplicables a las colecciones de péptido, oligémero no
péptido o molécula pequefa de los compuestos (Lam, K.S. (1997) Anticancer Drug Des. 12:145).

Ejemplos de métodos para la sintesis de colecciones moleculares se pueden encontrar en la técnica, por ejemplo
en: DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:6909; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad Sci. USA 91:11422;
Zuckermann et al. (1994). J. Med. Chem. 37:2678; Cho et al. (1993) Science 261:1303; Carrell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061; y in Gallop et al. (1994) J.
Med. Chem. 37:1233.

Las colecciones se compuestos pueden estar presentes en la solucion (por ejemplo, Houghten (1992) Biotechniques
13:412-421), o en globulos (Lam (1991) Nature 354:82-84), chips (Fodor (1993) Nature 364:555-556), bacterias
(Ladner USP 5,223,409), esporas (Ladner USP ’409), plasmidos (Cull et al. (1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:1865-
1869) o en fago (Scott y Smith (1990) Science 249:386-390); (Devlin (1990) Science 249:404-406); (Cwirla et al.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 87:6378-6382); (Felici (1991) J. Mol. Biol. 222:301-310); (Ladner supra.)).

En una realizacion preferida, la coleccion es una coleccion de producto natural, por ejemplo, una coleccién
producida por un cultivo de bacterias, hongos, o levadura. En otra realizacion preferida, la coleccién es una
coleccién de compuesto sintético.

Esta invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se deben construir como
limitantes.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2357116T3

EJEMPLOS
Ejemplo I: Daplex siARN Funcionalmente Asimétricos

Para evaluar cuantitativamente si las dos hebras de un duplex siARN son igualmente competentes para dirigir ARNi,
se examinan los indices individuales de divisién objetivo codificante y anticodificante para un diplex siARN se dirige
contra el mARN de luciferasa de luciérnaga (Figura 1A). Las porciones relevantes de las secuencias de ARN objetivo
codificante y anticodificante se muestran en la Figura 1A y la secuencia de siARN en la Figura 1B. Este duplex
siARN silencia efectivamente la expresién de luciferasa de luciérnaga en células de cultivo humano HelLa. Utilizando
un embrién derivado de Drosofila en reaccion ARNI in vitro, se encuentra una diferencia significativa en el indice de
divisién objetivo para las dos hebras siARN; la hebra siARN anticodificante dirige mas eficientemente el ARNi contra
un objetivo ARN codificante que la hebra siARN codificante para un objetivo anticodificante (Figura 1B). (Las hebras
siARN anticodificante y los objetivos de ARN codificantes siempre se muestran en negro, y los siARN codificantes y
los objetivos anticodificantes, en gris). Los experimentos de control muestran que utilizando los duplex siARN con los
fosfatos 5’ no altera este resultado (datos no mostrados), lo que indica que indices diferentes de fosforilacion para
las dos hebras no origina la asimetria observada. De forma sorprendente, las dos hebras del duplex siARN del
duplex luciferasa, utilizadas individualmente como hebras Unicas fosforiladas 5’, tiene indices idénticos de divisién
objetivo (Figura 1C). El ARNi dirigido mediante el siARN monocatenario es aproximadamente 10- veces menos
eficiente que el activado mediante los duplex siARN, reflejando — 100 veces menos estabilidad de los siARN
monocatenarios in vitro e in vivo (Schwarz et al., 2002). La diferencia en el indice de divisiéon dirigido mediante las
hebras anticodificantes y codificantes cuando la reaccion se programa con un duplex siARN es poco probable que
refleje una diferencia en la susceptibilidad inherente de los dos objetivos para ARNi. En su lugar, la observacion que
las mismas dos hebras sSiARN son igualmente efectivas como monocatenarios, pero muestra actividades
dramaticamente diferentes cuando hace par con cada uno, lo indica que la asimetria en su funcién se establece en
una etapa en la ruta ARNi antes del encuentro del RISC programado con su objetivo ARN correspondiente.

Ejemplo II: Ensamble diferencial de conteos RISC para asimetria funcional de la hebra siARN

Para identificar la fuente de asimetria en la funcién de este diplex siARN, el desenrollado de las dos hebras siARN
cuando el duplex se incuba en un estandar in Vitro. Se mide la reaccion ARNi. Este ensayo se muestra previamente
para determinar exactamente e la fraccion de siARN que se desenrolla en una etapa dependiente de ATP en la ruta
ARNi; el RISC no funcional se ensambla en la ausencia de ATP (Nykanen et al., 2001). Los estudios previos
muestran que el desenrollamiento del siARN se correlaciona con la capacidad de un siARN para funcionar en la
division objetivo (Nykénen et al., 2001; Martinez et al., 2002), demostrando que el desenrollamiento del duplex
siARN se requiere para ensamblar un RISC competente para el par base con su ARN objetivo. Aqui, se mide la
acumulacion del siARN monocatenario del duplex siARN de luciferasa después de 1 hora de incubacion en una
reaccion de ARNo in vitro en la ausencia de ARN objetivo. Después de una hora de incubacion con el lisato de
embrion Drosofila en una reaccion de ARNi estandar, 22% de la hebra anticodificante del siARN luciferasa se
convierte a monocatenario (Figura 1D; 'siARN B’ barra negra solida). Remarcablemente, no se detecta una cantidad
correspondiente de siaRN codificante monocatenario. En su lugar, solo 3% de la hebra codificante acumulada como
siARN monocatenario (Figura 1D; 'siARN B’ barra gris soélida). En experimentos de control, no se detecta ARN
monocatenario sin incubaciéon en el lisato (no mostrado), demostrando que el siARN es completamente
monocatenario en el inicio de la reaccion. Debido a que la produccion del siARN anticodificante monocatenario se
puede acompafiar por una cantidad igual de siaRN codificante monocatenario, la hebra codificante perdida se ha
destruido después de desenrollado.

Para establecer que la asimetria observada en la acumulacion de los dos monocatenarios no es un artefacto de
nuestro ensayo de desenrrollamiento, es un método independiente para medir la fraccion de siARN presente como
monocatenarios en los complejos de ARN-proteina. En este ensayo, el sSiARN bicatenario se incuba con el lisato de
embrién Drosofila en una reaccion de ARNi estandar durante 1 h, luego se agrega un oligonucleétido de ARN 31 nt
2’-O-metilo que contiene una secuencia 21 nt complementaria a la hebra siARN radiomarcada. No se dividen los
oligonucledtidos 2’-O-metilo mediante la maquinaria de ARNi, pero se pueden unir establemente al siARN
complementario dentro del RISC (Martin Simard, GH, Craig Mello, y PDZ, manuscrito en preparacion). Para permitir
la recuperacion del RISC, el oligonucleétido 2’-O-metilo fue anclado a un corddn magnético por medio de un ligado
de biotina-estreptavidina. Después de lavado se mide el ARN no vinculado y la proteina, la cantidad de siARN
radioactivo unido al glébulo. El ensayo se desarrolla con diplex siARN separados en los que la hebra codificante o
anticodificante es 5’ -32P-radiomarcada. La captura del 32P-siARN se observa cuando el oligonucleétido 2’-O-metilo
contiene una regiéon 21-nt complementaria en la hebra siARN radiomarcada, pero no cuando se utiliza un
oligonucleétido no relacionado. El ensayo captura toda la actividad de RISC dirigida mediante la hebra siARN
complementaria con el oligonucleétido atado, demostrando que este mide el siARN presente en el lisato como
complejo monocatenario con proteinas RISC. Este ensayo captura los resultados del ensayo de desenrollado
descrito anteriormente: para el siARN en la Figura 1D; 'si ARN B’ barras abiertas, casi diez veces mas del siARN
anticodificante se detecta de la hebra codificante. Una explicacion de estos resultados es que las dos hebras de este
duplex siARN se cargan diferencialmente en el RISC, y que se degrada el siARN monocatenario no ensamblado en
RISC. La asimetria funcional ocurre solo cuando el siARN activado es bicatenario, no cuando las dos hebras siARN
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se prueban individualmente (Fig. 1B y 1C). Asi, el ensamble simétrico de RISC es un rasgo del duplex siARN, que
de las secuencias de las hebras siARN individuales o la capacidad de acceso de los sitios objetivo para la divisién.

Ejemplo Ill: Formacion de par base en el extremo 5’ del ensamble RISC de la puerta de hebra siARN

El hallazgo que las dos hebras siARN pueden tener diferentes capacidades para formar RISC cuando se forman
pares en un duplex indica que algun rasgo de los 19 pares base del duplex determina la asimetria funcional. Estos
pares base se debe interrumpir para producir el RISC (Nykéanen et al., 2001), que contiene siARN monocatenario
(Martinez et al., 2002). Los siARN utilizados en la Figura 1B se examinan para par base que caracteriza que se
puede distinguir de las dos hebras siARN. Para el siARN en la Figura 1B, el extremo 5 de la hebra siARN
anticodificante empieza con U y asi se hacen pares para la hebra siARN codificante mediante un par base A:U (2
enlaces de hidrégeno). En contraste, el nucledtido 5’ de la hebra siARN codificante se liga a la hebra anticodificante
mediante un par base C:G (3 enlaces de hidrégeno). La hebra siARN codificante forma 8-10 veces menos de RISC y
guia la division de su objetivo ARN en un indice correspondientemente méas lento que la hebra anticodificante. Una
hipotesis de trabajo para explicar la asimetria funcional observada, es que la hebra siARN cuyo extremo 5’ es mas
débilmente vinculado a la hebra complementaria que se incorpora méas facilmente en el RISC. En esta vista, las
longitudes de par base relativas del extremo 5 de las dos hebras siARN determinaran su grado relativo de la
formacion de RISC.

Como una prueba inicial de esta idea, el nucleétido 5’ de la hebra codificante siARN se cambia de C a U (Figura 1E).
Esto cambia el par base formadod entre el mayor nucleétido 5 de la hebra codificante y la posicién 19 de la hebra
anticodificante del par base Watson-Crick C:G al par mas débil, U:G oscilante menos estable , mientras se deja no
alterada la hebra anticodificante del siARN. Remarcablemente, el cambio de este nucleétido Unico no solo mejora el
indice de division dirigido mediante la hebra codificante, pero virtualmente elimina la capacidad de la hebra
anticodificante para dirigir ARNi (Figura 1E).

Para determinar la bases para la asimetria funcional inversa para el siARN en la Figura 1E, se determina la cantidad
de cada hebra que es monocatenaria después de incubacion del duplex siARN en el lisato de embrién Drosfilia.
Después de 1h, cerca del 30% de la hebra siARN codificante que se convierte a la hebra monocatenaria, pero no la
hebra anticodificante monocatenaria se detecta (Figura 1D; 'siARN E’). Por lo tanto, el explicacion mas simple para
la funcion asimétrica de este siARN es que la hebra codificante, pero no la anticodificante, de este duplex siARN se
incorpora en RISC. Asi, una Unica mutacion de nucleétido en la hebra siARN codificante del siARN en la Figura 1B
reversa completamente las capacidades relativas de las dos hebras para ensamble en el complejo de enzima que
dirige el ARNi.

La estabilidad de los cinco pares base iniciales de las hebras siARN se calcula en la Figura 1 utilizando el método
nearestneighbor el algoritmo m veces (D.H. Mathews, 1999; Zuker, 2003). El extremo 5 de la hebra siARN
codificante en la Figura 1E, pero no en la 1B, se predice que existe como un equilibrio de dos conformadores de casi
energia igual (Figura 10). En un conformador, el nucledtido 5 de la hebra codificante se vincula a la hebra
anticodificante mediante un par U:G oscilante, aunque en el otro conformador en el extremo 5 de esta hebra siARN
no tiene par. El analisis sugiere que el ensamble de RISC favorece la hebra siARN cuyo extremo 5’ tiene una mayor
propension al desgaste.

Para probar esta hip6tesis adicional, se examinan los indices especificos de la hebra de la division de Cu humano
codificante y anticodificante, Zn superdxido dismutasa-1 (sod1) los objetivos de ARN (Figura 3A) que se activan por
el diplex siARN mostrado en la Figura 3B. Dado que el extremo 5’ de las hebras siARN de este duplex estan en los
pares base G:C, este anticipa que este diplex no exhibe asimetria de division objetivo pronunciada. Como se
muestra en la Figura 3B, las dos hebras son similares en sus indices de division objetivo, aunque el indice de
division anticodificante dirigida por la hebra codificante es claramente mas rapido que el indice de division objetivo
codificante guiada por la hebra anticodificante. Este pequefia diferencia en el indice se explica mas facilmente por la
hebra codificante que forma 20 pares base con su ARN objetivo, aunque la hebra anticodificante puede formar solo
19, consistente con reportes previos que la posicion pentltima de un siARN hace una contribucién pequefia para su
eficacia (Elbashir et al., 2001b). Luego, la C en la posicién 19 de la hebra codificante se cambia a A, originando que
la hebra anticodificante inicie con un nucleétido sin par. Este cambio, que se hace a la hebra codificante del siARN,
origina el indice de division objetivo guiada por la hebra siARN anticodificante por ser dramaticamente mejorada y el
indice de hebra codificante se suprime (Figura 3C). Debido a que el mejoramiento de division objetivo codificante se
origina por una mutacion en la hebra siARN codificante, que no participa en el reconocimiento del objetivo
codificante, el efecto de la mutacion puede ser una etapa en la ruta ARNi que estd espacialmente o temporalmente
acoplada al siARN desenrrollado. Sin embargo, la supresién de la division objetivo anticodificante claramente ha
resultado del emparejamiento incorrecto de nucleétido Unica entre la hebra codificante y su ARN objetivo generado
por la sustitucion C-a-U.

Para probar si la supresién del indice de division objetivo anticodificante es una consecuencia de la posiciéon 19 del
emparejamiento incorrecto, se utiliza una estrategia diferente en un extremo sin par 5'de la hebra anticodificante. La
Figura 3D muestra un siARN en el que la hebra codificante es idéntica a aquella en la Figura 3B, pero el primer
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nucleétido de la hebra anticodificante se ha cambiado de G a U, creando un emparejamiento incorrecto U-C en su
extremo 5’, en el lugar del G-A de la Figura 3C. No obstante, este duplex siARN muestra asimetria pronunciada, con
la hebra anticodificante que guia la division objetivo a la exclusién cercanamente completa de la hebra codificante
(Figura 3D). Asi, la supresion del indice de division de la hebra codificante en la Figura 3C no es una consecuencia
de la posicion del emparejamiento incorrecto 19. Este hallazgo es consistente con los estudios previos que sugieren
que los emparejamientos incorrectos con el ARN objetivo son bien tolerados si ellos ocurren cerca al extremo 3’ de
la hebra guia siARN (Amarzguioui et al., 2003). El hallazgo que los siARN en las Figuras 3C y 3D exhiben profunda
asimetria demuestra que el mejoramiento del indice de division objetivo de la hebra anticodificante y la supresion de
la funcion de la hebra codificante es una consecuencia de sus capacidades relativas para ingresar la ruta de ARNi,
no su capacidad intrinseca para dirigir la division objetivo.

Finalmente, la hebra codificante de la Figura 3C hace par con la hebra anticodificante de la Figura 3D para crear el
duplex siARN mostrado en la Figura 3E. La hebra codificante de este siARN, como aquel en la Figura 3C, contiene
un emparejamiento incorrecto con el objetivo anticodificante en la posicién 19. Como la hebra siARN anticodificante
en la Figura 3D, la hebra anticodificante contiene un emparejamiento incorrecto con el objetivo codificante en la
posicion 1. Este duplex siARN dirige la divisién anticodificante objetivo significativamente mejor que el siARN en la
Figura 3C, a pesar al hecho que los dos siARN contienen la misma hebra codificante (Figura 3E). Las Figuras 3F, G,
y H muestran un analisis similar en el que el extremo 5 de la hebra codificante o posicion 19 de la hebra
anticodificante del siARN en la Figura 3B se altera par producir los duplex siARN en los que el extremo 5’ de la hebra
codificante es completamente sin par (Figuras 3F y G) o tiene par en un par base A:U (Figura 3H). De nuevo, la
carencia de par del extremo 5 de una hebra codificante de la hebra de siARN, en este caso, hace que la hebra
funcione para la exclusion de la otra hebra. Cuando el extremo 5’ de la hebra codificante esta presente en un par
base A:U y el extremo 5’ de la hebra anticodificante 5’ esta en un par G:C, la hebra codificante domina la reaccion
(Figura 3H), aunque ahora la hebra anticodificante muestra actividad similar para aquella vista para el siARN original
(Figura 3B) en el que ambas hebras son en pares G:C en sus extremos 5’. Convirtiendo el extremo 5’ sin par de los
siARN en la Figura 3 a un par A:U que reduce la asimetria funcional de las dos hebras para mejorar la eficacia de la
hebra codificante (Figura 3E) o la hebra anticodificante (Figura 3H). El caso relativo con el cual el extremo 5 de los
dos siARN que se puede liberar del diplex determina el grado de asimetria. Los datos adicionales que soportan esta
idea se muestran en la Figura 8, utilizando un siARN diferente. La Figura 8B muestra un siARN que divide los dos
sod1l ARN objetivos (Figura 8A). Con asimetria funcional modesta que refleja la longitud del par base colectivo de los
primeros cuatro o cinco nucleétidos de cada hebra siARN (Figura 8E; ver adelante). La asimetria se incrementa
dramaticamente cuando se introduce un G:U oscilante en el extremo 5’ de la hebra anticodificante del siARN (Figura
8C), pero no se ve asimetria cuando las hebras Unicas individuales se utilizan para activar el ARNi (Figura 8D),
demostrando que el ensamble diferencial de RISC, sin accesibilidad objetivo, explica la asimetria funcional del
duplex siARN.

Juntos, los datos en las Figuras 1, 2, y 8 indican que la asimetria del ensamble de RISC se determina mediante una
competicién entre el desgaste del extremo 5 de los dos siARNs en el duplex. Tal desgaste puede iniciar un proceso
direccional de desenrollado en el que la hebra en la que se inicia ingresa preferencialmente el desenrollado RISC.
Tal un modelo requiere que los factores de ensamble de RISC o componentes de RISC en si mismos se carguen en
una de las dos hebras siARN antes de que se complete el desenrollado, o que la informacidn acerca a las hebras de
siARN antes del estado de formacién de pares se retenga, quizas mediante una proteina tal como la helicasa que
permanece vinculada a una hebra.

Ejemplo IV: Un enlace Unico de hidrégeno puede determinar que hebra de un diplex siARN dirige ARNi

Para explorar esta hipotesis adicional, se hacen cambios adicionales para el siARN especifico de sod1 en la Figura
3. Estas modificaciones alteran la funcion de las dos hebras del siARN, pero no cambian el sitio dividido de los dos
ARN objetivo. En la Figura 3A, la hebra anticodificante de la Figura 3B tiene pares con una hebra codificante idéntica
a aquella en la Figura 3B excepto que el 5’ G se reemplaza con inosina (I). Como pares G, | con C, pero hace dos en
su lugar de tres enlaces de hidrégeno. En este respecto, un par |:C es similar en energia a un par A:U. El siARN
resultante es funcionalmente asimétrico, cuando la hebra codificante empieza con un |, este dirige divisién objetivo
mas eficientemente que la hebra anticodificante (Figura 4A). La asimetria refleja un mejoramiento en la eficacia de la
hebra siARN codificante, con poca pérdida en la funcién de la hebra anticodificante. Una inosina en el extremo 5’ de
la hebra anticodificante tiene el efecto opuesto. Cuando la G en la posicién 1 de la hebra anticodificante se sustituye
con inosina y la hebra codificante es aquella de la Figura 3B, la hebra anticodificante se mejora con relacién a la
hebra codificante (Figura 4B). Asi, la hebra cuyo extremo 5 esta en el par base mas débil es mas efectiva en la
divisién objetivo. Remarcablemente, cuando los nucleétidos 5° de ambas hebras de siARN se acoplan en los pares
base I:C (Figura 4C), la eficacia relativa de las dos hebras siARN se restaura en aquella reportada en la Figura 3B.
El indice ligeramente mas rapido para divisién objetivo anticodificante que para la division objetivo codificante
también se ve para el ARNi activado con las hebras Unicas que contienen inopina individuales, lo que indica que
esto refleja una diferencia en la capacidad intrinseca de las dos hebras para guiar la divisién, que una diferencia en
el ensamble de RISC. Aunque los indices relativos de la division de las dos hebras son comparables para los siARN
en la Figura 3B y 4C, los indices absolutos son mas rapidos para el siARN en la Figura 4C. Estos datos indican que
la produccion de FISC de una hebra individual se gobierna por la propension relativa del extremo 5 del siARN al
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desgaste comparado con aquel de su hebra complementaria y mediante la propension absoluta del extremo 5’ de
siARN al desgaste. Este ultimo hallazgo es particularmente inesperado, porque muestra que una diferencia el enlace
de hidrégeno Unico tiene un efecto marcado en el indice del ensamble de RISC. El desgaste de extremo siARN
proporciona un sitio de entrada para una helicasa de ARN dependiente de ATP que desenrolla los duplex siARN
(Figura 4). La helicasa hace muchos intentos frustrados para disociar las dos hebras de siARN antes de lograr
cargar una hebra en RISC. El involucramiento de una helicasa en el ensamble de RISC se soporta mediante las
observaciones previas: (1) desenrollado de siARN y la produccién del RISC funcional requiere ATP in vitro (Nykanen
et al., 2001) y (2) varias proteinas con homologia de secuencia para helicasas de ARN dependientes de ATP se han
implicado en el silenciamiento de ARN (Wu-Scharf et al., 2000; Dalmay et al., 2001; Hutvagner y Zamore, 2002;
Ishizuka et al., 2002; Kennerdell et al., 2002; Tabara et al., 2002; Tijsterman et al.,2002).

El efecto de los emparejamientos incorrectos de nucledtido Unico en esta region del siARN, utilizando una serie de
siARN que contiene un emparejamiento incorrecto en la segunda, tercera, o cuarta posicion de cada hebra siARN se
prueba adicionalmente. Los siARN que llevan pares G:U oscilantes en la segunda, tercera o la segunda y tercera
posiciones (Figura 11) también se analiza. Los resultados de esta serie demuestran que los emparejamientos
incorrectos, pero no G:U oscilantes, en las posiciones 2-4 de una hebra siARN alteran la carga relativa de las dos
hebras siARN en RISC. Los emparejamientos incorrectos en la posicion cinco, tienen efectos muy modestos en la
carga relativa de las hebras siARN en RISC (datos no mostrados). En contraste, los efectos de los emparejamientos
incorrectos internos en las posiciones 6-15 no se pueden explicar mediante su influencia de la asimetria del
ensamble de RISC (datos no mostrados). En suma, estos datos son consistentes con la accion de una helicasa no
procesada que se puede unir a aproximadamente cuatro nucleétidos del ARN.

Ejemplo V: Implicaciones de asimetria sSiARN en la biogenia de miARN

Una implicacion de los hallazgos presentados aqui es que aunque los siARN estan predominantemente presentes
como duaplex en equilibrio in vitro (Nykénen et al., 2001) y quizés in vivo (Hamilton y Baulcombe, 1999; Djikeng et al.,
2001), ambas hebras de un siARN es poco probable que se presente igualmente en RISC. Esto es, la longitud de los
pares bases en el extremo 5 de las dos hebras siARN puede influenciar su acumulacion como monocatenarios.
Cuando el extremo 5’ de una hebra no tiene par, esta asimetria puede ser cercanamente absoluta. Esta observacion
sugiere que la incorporacion asimétrica en el RISC, como una consecuencia del desenrollado direccional de un
extremo desgastado de un duplex siARN, también puede explicar porqué los miARN se acumulan como hebras
Unicas. Los miARN de animal se derivan de la hebra bicatenaria de - 70 nt tallo-bucle de ARN precursores (Lee et
al., 1993; Pasquinelli et al., 2000; Reinhart et al., 2000; Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee y Ambros,
2001; Lagos-Quintana et al., 2002). Los tallos pre-miARN solo son parcialmente bicatenarios; el pre-miARN tipico
contiene emparejamientos incorrectos, bucles internos, y pares base G-U predichos para distorsionar una hélice de
ARN con forma de A. Se generan los miARN de pre-miARN mediante la endonucleasa especifica de ARN
bicatenario de Dicer (Hutvagner et al., 2001; Grishok et al., 2001; Ketting et al., 2001). Se propuso previamente por
los actuales inventores que los miARN sean monocatenarios debido a restricciones helicoidales Dicer para romper
solo dos, que cuatro, enlaces fosfodiéster, que produce un miARN bicatenario, que un duplex similar a siARN
(Hutvagner et al., 2001). Tal un mecanismo tiene precedentes, debido a RNasa Ill E. coli se puede restringir
mediante distorsiones helicoidales para hacer solo una o dos rupturas en una cadena de ARN (Chelladurai et al.,
1993).

Una hipétesis alternativa es que el Dicer divide cuatro enlaces fosfodiéster en todos sus sustratos, dsARN y pre-
miARN largos, y siempre genera un producto con el diplex siARN esencial (Hutvagner y Zamore, 2002; Reinhart et
al., 2002; Lim et al., 2003b). Este mecanismo para la produccién de miARN se sugiere generalmente por Bartel y
colegas. Utilizando un ARN pequefio la estrategia de clonacion para identificar los miARN maduros en C. elegans,
ellos recuperan ARN pequefios que corresponden el lado no miARN del item precursor (Lim et al., 2003b). Aunque
estas secuencias 'miARN* se recuperan en aproximadamente 100 veces menor frecuencia que los miARN en si
mismos, ellos siempre pueden estar en pares con el miARN correspondiente para dar 'duplex miARN’ con 2 nt
suspendido en el extremo 3’s (Lim et al., 2003b). Estos datos sugieren que los mARN nacen como duplex, pero se
acumulan como monocatenarios debido a que algunos procesos posteriores estabilizan el miARN, desestabiliza el
miARN*, o ambos.

La incorporacién del miARN dentro del RISC esta en este proceso. Nuestros resultados con siARN sugieren que el
ensamble preferencial de un miARN en el RISC se podria acompafiar por la destruccion del miARN. Si el indice de
ensamble asimétrico de RISC es mas rapido que la produccion de los duplex miARN, solo los miARN
monocatenarios se podria observar en equilibrio (Figura 4). La acumulacion de monocatenarios y no diplex para los
miARN simplemente seria una consecuencia de Dicer que es significativamente menos eficiente en dividir el pre-
mMiARN cuando se compara con dsARN largo (Hutvagner et al., 2001). El indice de ensamble asimétrico de RISC
puede ser mas rapido que la produccion de los duplex miARN, ya que solo los miARN monocatenarios se
observarian en equilibrio. Dos predicciones clave de esta hipétesis son que (1) el Dicer purificado debe dividir los
pre-miARN en productos con cantidades de miARN y miARN* iguales y (2) los precursores pre-miARN se debe
procesar mediante el Dicer en duplex con el extremo 5’ de la hebra de miARN desgastada o unida débilmente a
hidrégeno y el extremo 5’ de la hebra miARN* de mas pares base seguros.
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A. Dicer divide asimétricamente el pre-let-7

Para empezar a probar la idea que los pre-miARN se dividen mediante el Dicer para generar un producto con una
estructura esencial de un diplex siARN, incubamos la Drosofla pre-miARN, pre-let- 7, con Dicer recombinante,
purificado y analiza los productos mediante hibridacién Northern utilizando las sondas especificas para el lado 5’ del
tallo precursor que codifica el let-7 maduro o para productos derivados del lado 3’ del tallo precursor (productos let-
7%). Como un control, el precursor ARN let-7 se incuba en el lisato de embrion Drosofila, que captura la maduracion
pre-let-7 y ARNi in vitro. Como se reporté previamente, la incubacion de ARN pre-let-7 en el lisato produce una Unica
banda correspondiente para el let-7 auténtico, pero no los productos let-7* (Hutvagner et al., 2001; Figura 5A y 5B).
En contraste, la incubacion del pre-let-7 con Dicer produce aproximadamente cantidades iguales de los productos
let-7 y let-7*. Por lo menos se generan tres ARN distintos de cada lado del tallo, que la banda Unica correspondiente
al let-7 maduro observado en el lisato de embrion. Asi, la ausencia de let-7* in vivo y en la reaccién de lisato de
embrién no se puede explicar por la influencia de la estructura pre-let-7 en Dicer.

B. El ensamble asimétrico de RISC explica porqué los miARN son monocatenarios

Si el Dicer divide ambos lados del tallo pre-let-7, entonces algunas etapas en la direccion 3’ de la accion del Dicer
seleccionan el let-7 maduro de un diplex similar a siARN en el que el let-7 hace par con let-7*. Un buen candidato
para tal una etapa seria la incorporacion asimétrica de let-7 en RISC, acompafiado por la degradacion de let-7*.
Para probar esta idea, se deduce que el sSiARN que se puede formar si se dividen pre-let- 7 mediante el Dicer en una
estructura similar a duplex siARN. La secuencia de este 'pre-let-7 siARN,” generada por 'Dicer conceptual,” se
muestra en la Figura 6A (ver adelante). Notablemente, el extremo 5’ de let-7 no tiene pares en este duplex, aunque
el extremo 5’ de la hebra let-7* esta en un par base A:U. Los resultados presentados en las Figuras 2, 3,y 4
sugieren que esta estructura debe originar que la hebra let-7 ingrese al RISC a la exclusién cercana de la hebra let-
7*, que se podria degradar posteriormente.

C. Seleccion de miARN versus miARN* en Drosofila

Este andlisis luego se extiende a los otros genes miARN Drosofila publicados (Lagos-Quintana et al., 2001). Para
cada estructura precursora, el bicatenario predicho se produce por Dicer. Estos duplex con Dicer conceptual se
muestran en la Figura 6A. Para 23 de los 27 duplex generados mediante este analisis (incluyendo pre-let-7), la
diferencia en el par base de los primeros cinco nuclettidos del miARN versus las hebras miARN* exactamente
predicen el miARN, y no el miARN,* que se acumula in vivo. El andlisis exitoso independiente de cada lado del tallo
pre-miARN codifica el mMiIARN maduro. Este analisis, previa observacion que los Unicos emparejamientos incorrectos
en los primeros cuatro nucledtidos de una hebra siARN, un par inicial G:U oscilante, pero no G:U oscilantes internos,
dirige la incorporacion asimétrica de una hebra siARN en RISC (Figuras 1, 2, 3, 8, 9, y 11). Sin embargo, no se
discierne diferencia en la propension al desgaste del extremo 5’ del miARN vy las hebras * para miR-4, miR-5, los tres
paralogos miR-6-2, y miR-10. Por lo tanto, no se puede explicar porqué una hebra particular se debera acumular
como el miARN maduro para estos tres precursores miARN. El miR-5 y miR-10, como otros miARN Drosofila, se
identifican mediante la clonacion y secuenciamiento de los ARN pequefios de embriones (Lagos- Quintana et al.,
2001). Los determinantes diferentes del extremo desgastado parecen funcionar en la seleccion de miR-4 y miR-6;
estos determinantes desconocidos también pueden jugar un papel en el ensamble de una hebra de siARN en RISC.
Sin embargo, se clonan miR-5 y emir- 10 solo una vez, que eleva la posibilidad que esté presente el miR-5* o miR-
10* en los embriones, pero no se representan entre la colecciéon de los ARN pequefios de los cuales se clonan los
miARN. De forma similar, el miR-6 se codifica por tres genes paralogos, solo uno de los cuales predecimos producen
cantidades detectables del miR*, ya que esta hebra * tampoco se puede haber detectado. Para probar si las hebras
miARN y * se pueden acumular para algunos o todos estos tres genes, se utiliza hibridacion Northern para examinar
la abundancia relativa del miR-10 y miR-10* en hembras y machos adulto Drosofila, y en embriones blastodermo
sincicial. Los resultados detectan el miR-10* y mi-R10 in vivo (Figura 6C). De hecho, los resultados indican que mas
miR-10* se detecta que el miR-10 en machos adulto. Este hallazgo fortalece el propdésito que los genes miARN (es
decir, premiARN) se especifican Unicamente en el lado del tallo de los residuos miARN al generar diplex similares a
siARN de los cuales solo una de las dos hebras del duplex se ensambla dentro del RISC. Cuando estos intermedios
bicatenarios no contienen caracteristicas estructurales que aplican el ensamble asimétrico de RISC, ambas hebras
se acumulan in vivo. Es posible que los pre-miARN tal como pre-miR-10, que generan bastantes cantidades iguales
de productos de ARN pequefios de ambos lados del tallo precursor, simultaneamente regulan los ARN objetivos con
complementariedad parcial para ambos productos de ARN pequefios.

Ejemplo VI: indice incrementado de eficiencia siARN a través del uso de colas dTdT

Los protocolos reconocidos por la técnica para disefiar los duplex siARN ensefia la inclusion de colas dTdT (es decir,
las suspensiones de 2-nucleétido que consisten de dT). Se crean dos duplex para probar si la adiciéon de las colas
dTdT suspendidas en 3’ incrementan el indice de eficiencia objetivo siARN del mARN Cu, Zn superoéxido-dismutasa-
1 (Sodl). El primer duplex contiene las hebras codificantes y anticodificantes, cada una incluye 21 nucle6tidos con 19
bases complementarias mas suspensiones de 2-nucleétido (las suspensiones consisten de bases en comun con la
secuencia objetivo). El segundo duplex contiene las hebras codificantes y anticodificantes, cada una incluye 19
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nucleétidos complementarios (en comudn con el objetivo Sod1), mas 2-nucleétido de colas dTdT en el extremo 5’ de
la hebra (sin emparejamiento del objetivo Sodl). Los resultados demuestran que el indice de eficiencia siARN
mejora -8 veces - cuando se utiliza el diplex que tiene emparejamiento incorrecto de colas dTdT (Figura 12).

Discusion de los Ejemplos I-VI: Implicaciones para silenciamiento de ARN

Las observaciones descritas aqui proporcionan reglas para el disefio del siARN. Claramente, la estructura de siARN
puede influenciar profundamente la entrada de la hebra siARN anticodificante dentro de la ruta ARNi. Asi, la
secuencia del siARN, de aquella del sitio objetivo, puede explicar por lo menos algunos reportes previos de duplex
de siARN inefectivos. Tales diplex inactivos pueden ser inducidas a la vida al modificar la hebra codificante del
siARN para reducir la longitud del par base en el extremo 5’ de la hebra anticodificante. Un ejemplo de este in vitro
se muestra en la Figura 9, para un siARN inefectivo dirigido contra el mMARN huntingtin (htt) (Figura 9A). EI cambio
de G:C (Figura 9B) a un par A:U (Figura 9C) o un emparejamiento incorrecto G-A (Figura 9D) mejora
draméticamente su indice de division objetivo in vitro y su eficacia in vivo (Eftim Milkani, NA, y PDZ, observaciones
no publicadas). De hecho, Khvorova y colegas han encontrado que una baja estabilidad de par base en el extremo 5’
de la hebra anticodificante, pero no en la hebra codificante, es un prerrequisito para la funcién de siARN en células
de mamifero cultivadas (Anastasia Khvorova, Angela Reynolds, y Sumedha D. Jayasena, manuscrito omitido).

Los siARN disefiados para funcional asimétricamente también pueden ser uso para mejorar la especificidad de
ARNi. Recientemente, los estudios del perfil de expresion han mostrado que la hebra codificante de un siARN puede
dirigir silenciamiento del gen objetivo (A.L. Jackson, et al. (2003) Nature Biotechnology, May 18). Los datos
presentados aqui proporcionan una estrategia para eliminar tal secuencia especifica pero los efectos indeseables:
redisefiando el siARN ya que solo la hebra anticodificante entra en la ruta de ARNi.

Las observaciones descritas aqui proporcionan nuevas reglas de disefio para la construccion de los ARN de
horquilla pequefia (shARN), que produce los siARN transcripcionalmente en las células cultivadaso o in vivo
(Brummelkamp et al., 2002; McManus et al., 2002; Paddison et al., 2002; Paul et al., 2002; Sui et al., 2002; Yu et al.,
2002). Las estrategias de shARN emplean tipicamente un promotor Pol Il que conduce la transcripcion, ya que el
shARN inicia con varios residuos G. Como una consecuencia, el extremo 5’ del siARN se puede secuestrar en un
par base G:C, que reduce significativamente la entrada de la hebra anticodificante dentro de la ruta ARNi. Para
evitar este problema, la hebra anticodificante del siARN deseado se puede reemplazar en el lado 3’ del bucle, con el
fin de asegurar que su extremo 5’ esta en un A:U, a diferencia del par G:C codificado tipicamente. Alternativamente,
el bucle se puede disefar para poner el extremo 5 de la hebra siARN anticodificante en un emparejamiento
incorrecto o par base G-U, en el que el caso se puede poner en el lado del tallo. Mas aun, un reporte reciente
sugiere que algunos shARN pueden inducir la respuesta del interferén (Bridge et al., 2003). Los datos sugieren que
los emparejamientos incorrectos y los pares G:U se pueden disefiar en estos shARN simultaneamente para
promover la entrada de la hebra siARN correcta dentro de la ruta ARNi y para disminuir la capacidad del tallo shARN
para activar respuestas especificas de no secuencia para el ARN bicatenario.

Finalmente, los datos identifican una etapa no anticipada en la ruta ARNi: el acoplamiento directo de SiARN
desenrollado para el ensamble de RISC. Este hallazgo sugiere que la helicasa responsable para desenrollado de los
duplex siARN se ligara intimamente a otros componentes de la maquinaria de ARNI. La identificacién de la helicasa
y las proteinas con las que este funciona para ensamblar el RISC es claramente una exposicidon importante para el
futuro.

Ejemplo VII: EI RISC que programa siARN es una enzima

El RISC programado con ARN pequefia in vivo cataliza la destruccion del ARN objetivo in vitro sin consumir su guia
de ARN pequefio (Tang et al., 2003) (Hutvagner et al., 2002). Para empezar un andlisis cinético de RISC, el RISC
programado in vitro con siARN es de forma similar una enzima de recambio multiple que primero se conforma. Para
construir por ingenieria una reaccion de ARNi que contiene una alta concentracion del sustrato con relacién a RISC,
se utiliza un siARN en la que hebra guia es idéntica al miARN let-7, pero no similar al miARN, el siARN let-7 tiene
pares para una hebra de ARN anticodificante para let-7(Hutvagner et al., 2002). La hebra let-7 de este siARN tiene
una alta actividad de division intrinseca, pero una eficiencia reducida de incorporacion en RISC (Figura 19A).

Después de incubacion el let-7 siARN con el lisato de embrién Drosofila en la presencia de ATP, el ensamble de
RISC se inactiva mediante el tratamiento con N-etil maleimida (NEM), y la cantidad de RISC generada se mide
utilizando el ensayo oligonucleétido 2’-O-metilo anclaje mencionado anteriormente (Hutvagner et al., 2004; Schwartz
et al.,, 2003) (Figura 19 B,C). La cantidad de let-7 que programa RISC se incrementa con la concentracion
incrementada de siARN, hasta que el ensamble de la reaccion empieza a satura a -50 nM, que alcanza una asintota
entre 3 y 4 nM de RISC. Utilizando 0.6 nM de RISC, >50 ciclos para el reconocimiento objetivo y se observa la
divisién por complejo de enzima (datos no mostrados), confirmando que el RISC que programa el siARN es una
enzima de recambio mdltiple.
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Ejemplo VIII: EI Recambio mdltiple se limita mediante la liberacién del producto

Se desarrolla adicionalmente la evaluacion de las cinéticas de la division objetivo dirigida a siARN en la presencia o
ausencia de ATP (Figura 13). Se ensambla RISC en la presencia de ATP, luego la enzima que regenera energia,
quinasa creatina, se inactiva con NEM, y se agota el ATP al agregar hexoquinasa y glucosa (condiciones -ATP).
Para las mediciones de +ATP se agrega quinasa creatina a la reaccién después de tratamiento con NEM, y se omite
el tratamiento con hexoquinasa. Se observa un indice mas rapido de divisién en la presencia que en la ausencia de
ATP. Esta diferencia solo es evidente tarde en el curso de tiempo de la reaccion, lo que indica que el indice
dependiente de ATP de la divisién es mas rapido que el indice independiente de ATP solo en equilibrio (Figura 13
A). El andlisis se repite en mas detalle (Figura 13 B). En la ausencia de ATP, se observa una rafaga de un producto
dividido en la reaccién recientemente, seguido por un indice mas lento de -4-veces de division objetivo. No se
observa rafaga en la presencia de ATP (Figura 13A). Si la rafaga corresponde a un recambio simple de enzima,
entonces la extrapolacion del indice de equilibrio méas lento que regresa al eje y daria la cantidad de enzima activa
en la reaccion. El intercepto y en el inicio de la reaccion para el indice de equilibrio es 4.9 nM, en buen acuerdo con
la cantidad de RISC estimada utilizando el ensayo de oligonucledtido 2’-O-metilo anclaje (-4 nM; Figura 13 B).

En principio, el ATP puede mejorar el reconocimiento objetivo mediante RISC, que promueve la redisposicion del
complejo RISC/objetivo en una forma activa, facilita la division en si misma, promueve la liberacion de los productos
de division de la hebra guia siARN, o auxiliar que vuelve almacenar el RISC en un estado cataliticamente
competente después de la liberacion del producto. Todas estas etapas, excepto la liberacion del producto y
realmacenamiento para la competencia catalitica, debe afectar el indice de reacciones multiples y recambio simple.
Por lo tanto, el indice de reaccién en la presencia y en la ausencia de ATP bajo condiciones en las que se analiza el
RISC que estd en exceso sobre el objetivo ARN. En momentos tempranos bajo estas condiciones, el indice de
reaccion debe reflejar solo eventos de divisiébn de recambio simple, en cuyos eventos después de la divisién no
determinan el indice de reaccidn. Utilizando condiciones de reaccién de recambio simple, se observan indices
idénticos de division mediada por RISC en la presencia o ausencia de ATP (Figura 13 C). Asi, el ATP puede mejorar
una etapa que ocurre solo cuando cada RISC cataliza miltiples ciclos de division objetivo.

Si la liberacion del producto se determina por el indice para catalisis de recambio mdltiple mediante RISC en la
ausencia, pero no en la presencia, de ATP, entonces las modificaciones que debilitan la resistencia de la formacion
de pares para el ARN objetivo pueden mejorar la liberacion del producto, pero no se esperaria que aceleren el
regreso de RISC en un estado cataliticamente competente. Los emparejamientos incorrectos entre el siARN y su
objetivo ARN en el extremo 3’ de la hebra guia siARN incorpora y disefia los siARN que son funcionalmente
asimétricos, que aseguran eficientemente y predeciblemente la incorporacién de la hebra let-7 en RISC (Figura 14
A). Se compara la velocidad de la reaccion bajo condiciones de exceso de sustrato en la presencia y en la ausencia
de ATP para los siARN con cero a cuatro emparejamientos incorrectos entre la hebra guia el extremo 3’ y el objetivo
ARN. La divisiéon se mide de 100 y 540 s, cuando > 90% del objetivo restante no dividido, asegura que la reaccion
recambio multiple estd en equilibrio. AGn un Unico emparejamiento incorrecto 3’ entre el siARN y su objetivo
incrementado en el indice -ATP, con relacién al indice +ATP, y los siARN con dos o mas emparejamientos
incorrectos no muestra diferencia significativa en relacién entre la presencia y ausencia de ATP (Figura 14B). Los
resultados indican que en la ausencia de ATP, la liberacion del producto es la etapa que determina el indice para los
siARN que coinciden completamente con sus objetivos de ARN.

Ejemplo IX: siARN: Complementariedad objetivo y funcion de RISC

Los emparejamientos incorrectos entre el siARN y su objetivo facilitan la liberacion del producto, pero sin costo: el
indice de reaccion, independiente de la concentracién de ATP, se reduce con cada emparejamiento incorrecto 3’
adicional. Cuando la concentracion de RISC es -16-80- veces mayor que la concentracion del ARN, cada
emparejamiento incorrecto adicional entre el extremo 3’ de la hebra guia siARN y el objetivo ARN hace mas lenta la
reaccion (Figura 14 C,D). Bajo condiciones de exceso de sustrato, el efecto de emparejamientos incorrectos entre el
extremo 3’ de la hebra guia siARN y su objetivo de ARN es mas notable (Figura 15A): el indice de divisién mas lento
-20% para cada emparejamiento incorrecto adicional. Para probar los limites de la tolerancia del RISC para
emparejamientos incorrectos 3’, se analiza la division bajo exceso de enzima modesta (8-veces, Figura 15 B) y vasta
(-80 veces, Figura 15 C y 16 C) sobre el ARN objetivo. Remarcablemente, la division se detecta para los siARN con
tanto como nueve emparejamientos incorrectos 3’ para el objetivo ARN (Figura 15 C y 16 C), pero solo después de
24 horas de incubacion. No se detecta la division para un siARN con diez emparejamientos incorrectos 3’ para el
objetivo ARN (Figura 15 C).

Linsley y colegas han propuesto la subregulacién dirigida a siARN de un mARN con tan poco como once bases
contiguas complementarias con la hebra guia siARN (Jackson et al., 2003). En este estudio, el objetivo mMARN en
pares con ambos nts 2-5 y nts 7-17 de la hebra guia siARN, pero el emparejamiento incorrecto en nts 1 y 6 del
siARN. Los resultados indican que hasta cinco bases de emparejamiento incorrecto se toleran entre el extremo 5’ del
siARN y su objetivo ARN (Figura 16 A,B). No se detecta la division para los siARN con seis, siete, u ocho
emparejamientos incorrectos 5’para el objetivo, aun después de 24 horas de incubacion. El siARN lleva ocho
emparejamientos incorrectos entre su extremo 5’ y el objetivo complementario let-7 es completamente activo cuando
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se introducen ocho mutaciones compensatorias en el sitio de unién let-7 (Figura 15C y 16B), demostrando que la
mutacion del siARN no se origina por su inactividad contra el objetivo de emparejamiento incorrecto. De forma
similar, cuando ocho emparejamientos incorrectos con el extremo 3’ 0 5’ del siARN se crean al cambiar la secuencia
del objetivo de ARN, se detecta la division de ARN objetivo cuando el objetivo contiene ocho emparejamientos
incorrectos con el siARN el extremo 3’, pero con el extremo 5’ (Figura 16 B,C).

Para empezar a estimar el nimero minimo de pares base entre el siARN y su objetivo que permiten la divisién
detectable mediante RISC en 24 horas de incubacion, se combinan siete, ocho, 0 nueve emparejamientos
incorrectos 3’ con ndmeros no incrementados de emparejamientos incorrectos 5 (Figura 16 C). La division se
detecta para tanto como nueve emparejamientos incorrectos 3'. Sin embargo, la division no detectable ocurre
cuando se combinan siete, ocho, o nueve emparejamientos incorrectos 3’ con dos o mas 5 emparejamientos
incorrectos. En contraste, un emparejamiento incorrecto 5’ uUnica (p1) mejora la divisién objetivo dirigida mediante
todos los tres emparejamientos incorrectos siARN 3’. Solo 6% del ARN objetivo se divide después de 24 horas
cuando el siARN contiene nueve emparejamientos incorrectos 3’ contiguas con el ARN objetivo, pero 10% se divide
cuando el siARN contiene nueve emparejamientos incorrectos 3’ y un unico emparejamiento incorrecto (p1) 5'. La
divisibn se mejora de forma similar mediante la adicion de un emparejamiento incorrecto pl para siete
emparejamientos incorrectos 3’ (49% de divisiéon versus 75% de divisiéon a 24 horas) o para ocho emparejamientos
incorrectos 3’ (21% versus 42% de divisidon a 24 horas). El hallazgo de que la no formacién de pares de la primera
base de la hebra guia siARN potencia la division bajo condiciones de recambio simple que ocurre un cambio
conformacional en RISC durante el cual el par base pl no llega a tener pares antes de la division. Curiosamente, el
pl se predice frecuentemente que no estan en pares para los miARN vinculados a sus objetivos (Lewis et al., 2003;
Rhoades et al., 2002; Stark et al., 2003).

Para los siARN que son completamente pares con sus objetivos de ARN, el fosfato sincicial siempre se basa entre
los nucle6tidos objetivo que son pares con bases de siARN 10 y 11 (Elbashir et al., 2001; Elbashir et al., 2001). El
analisis en la resolucién de nucledtido unica de los productos de divisiébn 5 generados por los siARN con tres,
cuatro, o cinco emparejamientos incorrectos 5’ (Figura 16 D) o seis emparejamientos incorrectos terminales 3’ (datos
no mostrados) que revelan que el fosfato sincicial en el objetivo ARN permanece el mismo, aun cuando cinco 5’ nts.
de la hebra guia siARN son de emparejamiento incorrecto con el ARN objetivo (Figura 16 D). Como se discute
adelante, este resultado indica que la identidad del fosfato sincicial es una consecuencia de la estructura de RISC,
que se mide del extremo 5’ de la hélice formada entre el siARN y su objetivo de ARN.

Ejemplo X: Andlisis cinético de catalisis RISC

Luego se estudio el papel de los nucledtidos en las regiones terminales de la hebra guia siARN en dirigir la actividad
RISC. El par reducido entre un siARN y su objetivo puede interrumpir la uniéon del RISC para su objetivo.
Alternativamente, los emparejamientos incorrectos pueden interrumpir la estructura, pero no la afinidad, de la
interaccion siARN/objetivo. Los siARN que coinciden completamente son para formar un par base 21, la hélice en
forma de A con el ARN objetivo (Chiu et al., 2003; Shiu et al., 2002), pero hace que todas las partes de esta hélice
contribuyen igualmente a la uniéon objetivo o hacen algunas regiones que proporcionan solo una geometria
cataliticamente permisiva. Para distinguir entre estas posibilidades, se analizan las cinéticas Michaelis-Menten de la
divisién de ARN objetivo que dirige el siARN para un siARN que coincide perfectamente y para tres emparejamientos
incorrectos siARN en su terminal. Los siARN se ensamblan en RISC, luego se diluyen con el amortiguador de
reaccion para la concentracion de RISC deseada y se mezcla con el ARN objetivo. Para cada siARN, la velocidad
inicial de la reaccion se determina en mudltiples concentraciones del sustrato (Figura 21 A), y KM y el kcat se
determina a partir ajustes lineal de minimos cuadrados de la concentracién del sustrato versus la velocidad inicial
(Figura 17 A). Mediante este ensayo, se estima el KM del siARN let-7 con complementariedad completa para su
objetivo es -8.4 nM (Tabla 1). No se detecta una diferencia significativa en el KM, dentro del error, entre el siARN
completamente par y las variantes siARN llevan tres a cinco emparejamientos incorrectos en su extremo 3’ o tres
emparejamientos incorrectos en su extremo 5’ (Figura 17A y Tabla 1). Para los siARN de emparejamiento incorrecto
se utiliza una concentracion mayor de enzima éptima con el fin de detectar la division. Por lo tanto, las mediciones
KM para los siARN de emparejamiento incorrecto que representan una unién superior de los actuales valores KM.

Aunque el KM no se altera por el siARN let-7 que contiene varios emparejamientos incorrectos terminales, el nUmero
de recambio, kcat, se reduce mediante los emparejamientos incorrectos terminales (Tabla 1). Tres emparejamientos
incorrectos en el extremo 3’ o el extremo 5 del siARN reduce a la mitad el kcat. La introduccién de cinco
emparejamientos incorrectos 3’ tampoco tiene efecto significativo en el KM, todavia reduce el kcat cerca de 17 veces
(Tabla 1).

La Tabla 1 resume los datos cinéticos del analisis en la Figura 17A. Para comparacion, se proporcionan los valores
KM y kcat de cuatro enzimas de proteina bien estudiadas. Se reportan el error de KM y kcat de ajuste.

Ejemplo XI: ElI KM reflecta la longitud de unién de RISC
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Para estimar la contribucion de la unién para KM, se utiliza un ensayo de competicion que mide la capacidad de
oligonucledtidos 2’-O-metilo para inhibir la division objetivo mediante RISC (Figura 17 B,C). Se utiliza tal una
estrategia previamente para analizar el mecanismo de destruccion objetivo mediante oligonucleétidos
anticodificantes que vincula RNasa H (Lima et al., 1997). La anticipacién es que los oligonucledtidos 2’-O-metilo
actuaran con inhibidores competitivos de RISC, debido a que ellos unen a RISC que contiene SiARN
complementario pero no al RISC que contiene siARN no relacionado (Hutvagner et al., 2004; Meister et al., 2004).
Se disefian treinta y uno nt largos, oligonucleétidos 2’-O-metilo como se describié previamente (Hutvagner et al.,
2004), teniendo cuidado de excluir las secuencias predichas para formar estructuras internas estables. Se
seleccionan oligonucledétidos 2'-O-metilo debido a su estabilidad marcada en el lisato Drosofila y debido a que ellos
se agregan a la reaccién en concentracion uM alta.

La competicion mediante oligonucleétidos 2’-O-metilo y los objetivos de ARN auténticos son cuantitativamente
similares. Se analizan las velocidades de reaccién de la divisién que dirige al siARN de un objetivo radiomarcado
32P en la presencia de concentraciones incrementadas del objetivo de ARN bloqueado no marcado o un 31-nt
oligonucledtido 2’-O-metilo que corresponde a la region del objetivo que contiene el sitio de unidn siARN (Figura 17
B). El analisis Lineweaver-Burk de los datos confirman que los oligonucleétidos2’-O-metilo actian como inhibidores
competitivos de RISC (datos no mostrados). Estos datos se utilizan para calcular los valores Ki para el ARN que
coincide perfectamente y los competidores 2’-O-metilo. Para el competidor de ARN blogueado, el Ki es -7.7 +4 nM
(Figura 17 B), cercanamente idéntico al KM para este siARN, 8.4 nM (Tabla 1). El Ki para el oligonucleétido 2’-O-
metil competidor que coincide perfectamente es 3.2 +1 nM (Figura 17 B), esencialmente el mismo, dentro del error,
como aquel de todo el competidor de ARN. Los resultados indican que los oligonucledtidos 2'-O-metilo son buenos
modelos para objetivos de ARN 5’-bloqueado y que el KM para la division objetivo mediante RISC se determina
largamente mediante la afinidad (KD) de RISC para su ARN objetivo.

Aungue los objetivos con mas de cinco emparejamientos incorrectos contiguas para el extremo del siARN son
sustratos pobres para la division, ellos no obstante pueden unir RISC y competir con el ARN objetivo radiomarcado
32P. Se utiliza el ensayo de competiciéon de oligonucleétido 2’-O-metilo para determinar los valores Ki para
oligonucledtidos que contienen tanto como ocho emparejamientos incorrectos para la hebra guia siARN (Figura 17
B). Los oligonucleétidos 2’-O-metilo con emparejamientos incorrectos 3’ terminales para el siARN son buenos
competidores: cuatro emparejamientos incorrectos de nucleétido con el extremo 3’ del siARN incrementa el Ki
mediante solo -3-veces (9.0 £0.9 nM) y un emparejamiento incorrecto de ocho nucleétidos con el extremo 3’ del
siARN incrementa el Ki mediante -10-veces (34.8 +7 nM). En contraste, los emparejamientos incorrectos con el
extremo 5’ del siARN tienen un efecto dramatico de unién. Un emparejamiento incorrecto de cuatro nucleétidos para
el extremo & del siARN incrementa el Ki -12-veces (36.4 £9.2 nM) y un emparejamiento incorrecto de ocho
nucleétidos para el extremo 5 del siARN incrementa el Ki 53-veces (173 +16 nM). El efecto diferencial en la union
entre 5’ y se mantiene emparejamientos incorrectos 3’ aun en el centro del siARN: un oligonucleétido 2’-O-metilo
lleva cuatro emparejamientos incorrectos con nucleétidos siARN 11, 12, 13, y 14 (4 nt de emparejamiento incorrecto
central 3’, Figura 17 B) vinculada mas fuertemente a RISC (es decir, tiene un Ki menor) que un oligonucleétido con
cuatro emparejamientos incorrectos para las posiciones de siARN 7, 8, 9, y 10 (4 nt de emparejamiento incorrecto
central 5, Figura 17 B).

Discusion de los Ejemplos VII-XI:

El RISC programado con siARN exdgeno es una enzima, capaz de multiples rondas de divisién objetivo. Los
estudios previos han demostrado que la division de un ARN objetivo mediante RISC no requiere ATP (Nykanen et
al., 2001; Tomari et al., 2004). El analisis de cinética mas detallado presentado aqui indica que no existen etapas
asistidas para ATP en el reconocimiento objetivo o la division mediante Drosofila RISC; no hay diferencia en el indice
en la presencia 0 ausencia de ATP para reacciones ARNi analizadas bajo condiciones de exceso de sustrato en
puntos de tiempo tempranos (pre-equilibrio) o bajo condiciones de exceso de enzima en donde se detecta la
reaccion que es esencialmente de recambio simple. En contraste, el indice de equilibrio de division bajo multiples
condiciones de recambio se mejora cuatro veces mediante ATP. Los resultados indican que la liberacién de los
productos de la endonucleasa RISC se determina bajo estas condiciones en la ausencia de ATP, pero no en la
presencia de ATP. La explicacion mas directa para este hallazgo es que una helicasa de ARN dependiente de ATP
facilita la disociacion de los productos de division objetivo del siARN vinculado a RISC. El involucramiento de tal una
helicasa dependiente de ATP en ARNi in vivo puede explicar porqué los siARN pueden ser activos dentro de un
amplio rango de contenido GC (Reynolds et al., 2004).

En la presencia de ATP, el RISC Drosofila que programa el siARN es una enzima Michaelis-Menten clasica. La
hebra guia del siARN estudiada aqui tiene la secuencia de let-7, un miARN endégeno. In vivo, el let-7 no es para
dirigir la division de mARN, pero se considera que reprime la traduccion productiva de sus objetivos mARN. No
obstante, estudiamos los siARN let-7 que estan entre los siARN mas potentes in vitro y proporcionan un bueno
modelo para el siARN efectivo en general. Con un kcat de -7 x 10-3 s-1, el RISC que programa el siARN let-7 se
compara mas lento con enzimas con sustratos de molécula pequefia (Tabla 1). El KM para este RISC es -8 nM. Las
enzimas tienen tipicamente valores KM entre 1- y 100-veces mas que las concentraciones fisiolégicos de sus
sustratos (Stryer et al., 1981). Los resultados indican que el RISC no es la excepcion: las especies de mARN
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abundantes individuales estan presentes en células eucariéticas en concentracion alta pM o baja nM. El KM de RISC
se determina mas facilmente mediante la longitud de su interaccion con el ARN objetivo, debido a que el KM es casi
idéntico al Ki de un inhibidor oligonucleétido 2’-O-metilo no divisible.

Recientemente, un estudio de los parametros cinéticos de la division de ARN objetivo mediante RISC humano como
se describe (Martinez et al., 2004). En este estudio, el RISC humano activo minimo es altamente purificado; en este
estudio, la actividad de Drosofila RISC se mide para el no purificado, holo-RISC intacto, que se considera que es un
complejo multi-proteina 80S (Pham et al., 2004). Se utilizan diferentes siARN en los dos estudios. No obstante, los
valores KM y kcat reportados aqui y para el RISC humano minimo son remarcablemente similares: el KM es 2.7-8.4
nMy el kcat es 7.1 x 10-3 seg-1 para el siARN let-7 siARN que programa Drosofila holo-RISC versus un KM de 1.1-
2.3 nMy un kcat de 1.7 x 10-2 seg-1 para un siARN diferente en el RISC humano minimo. Como en este estudio, se
observa una rafaga en pre-equilibrio en la ausencia de ATP, consistente con la idea que producto liberado asiste el
ATP in vivo.

La relacién de kcat a KM es una medicion clasica de eficiencia de enzima y corresponde al segundo orden de indice
constante para la reaccion cuando la concentracion del sustrato es mucho menor que el KM. Para el let-7 que
programa el RISC, el kcat KM-1 es igual a -8.4 x 105 M-1-1 (-8.4 x 10-4 nM-1 s-1), un valor mas lento que el indice
esperado de colision de RISC -1 con mARN, =107 M-1 s. Es posible que el indice de catélisis mediante RISC se
restringe mediante el indice de cambios conformacionales requeridos para la formacion del complejo de enzima-
sustrato o mediante las redisposiciones conformacionales posteriores requeridas para catalisis. Es posible que se
puedan disefiar los siARN que mejoran significativamente el kcat o KM de RISC sin comprometer la especificidad.

Aunque los SiARN tipicamente se prevé para unir sus objetivos ARN a través de 19 a 21 pares base
complementarios, encontramos que las regiones 5’, central, y 3’ del siARN hacen distintas contribuciones a la union
y catalisis (Figura 18). Las mediciones del KM y Ki sugieren que los nucleétidos 5'del siARN contribuyen mas a la
unioén objetivo que los nucledtidos 3’. Por lo menos para el sSiARN examinado aqui, los primeros tres y los ultimos
cinco nucleédtidos de un 21 nt siARN contribuyen a poca union. Si el KD de RISC vinculado a su ARN objetivo es
esencialmente este KM, -8 nM, luego la energia libre (.G° = RT lin KD) de la interaccion RISC: objetivo que programa
el let-7 es aproximadamente -11 kcal mol-1, considerablemente menos que el -35 kcal mol-1 (KD -10-29) predice 32
para el ARN let-7 vinculada al ARN completamente complementario en 100 mM K+ y 1.2 mM Mg2+ a 25°C. Es
posible que el RISC deseche energia de union potencial mediante uniébn menos fuertemente a su objetivo, un siARN
en RISC gana la capacidad de discriminar entre objetivos pobremente coincidentes y bien coincidentes, pero solo
para bases en la region 5’ de la hebra guia siARN.

Los emparejamientos incorrectos entre las regiones central y 3’ de un siARN y su ARN objetivo reduce kcat mas
rapido que emparejamientos incorrectos en el extremo 5’ del siARN. Estos resultados se fijan bien con los hallazgos
recientes mediante Doench y Sharp que la represién traduccional mediante siARN, disefiada para actuar como
miARN de animal, se interrumpe dramaticamente mediante emparejamientos incorrectos con el extremo 5 del
SiARN, pero no con emparejamientos incorrectos similares en el extremo 3’'18. Estos autores proponen que la union
de miARN mediado principalmente mediante nucleétidos en el extremo 5 del ARN pequefio. De hecho, la
complementariedad entre el extremo 5’ de los miARN y sus objetivos han sido requeridos para todos los métodos
computacionales para predecir los objetivos de miARN animal (Rajewsky et al., 2004; Lewis et al., 2003; Stark et al.,
2003; Enright et al., 2003). El descubrimiento actual que las secuencias de siARN central y 3’ pueden ser pares con
la secuencia objetivo para la division objetivo efectiva pero no para la union objetivo que refuerza esta vista; las
secuencias miARN central y 3’ son usualmente emparejamientos incorrectos con sus sitios de unién en sus objetivos
naturales (Lee et al., 1993; Reinhart et al., 2000; Brennecke et al., 2003; Abrahante et al., 2003; Vella et al., 2004; Xu
et al., 2003; Johnston et al., 2003).

La formacion de una hélice en forma de A contigua que rodea el fosfato sincicial del mMARN objetivo se ha propuesto
ser la etapa de control de calidad para la division objetivo mediada por RISC (Chiu et al., 2003). La actual invencion
descubre que el RISC puede dirigir la division cuando el siARN es par con el ARN objetivo solo a nts 2-12 de la
hebra guia, que corresponde a un giro completo de una hélice ARN:ARN. Esta region del siARN incluye nts 2-8, que
parece ser critico para el reconocimiento del miARN de los objetivos de mARN para la represién traduccional, mas
dos nts que flanquean el lado del fosfato sincicial. La actual invencidn descubre adicionalmente que no tienen par en
el primer nt de la hebra guia que mejora la actividad de los siARN con siete, ocho o nueve emparejamientos
incorrectos 3’ para el objetivo ARN es notable, ya que muchos miARN no son pares con sus objetivos en esta
posicion. Adicionalmente, tal formacion de pares se parece a lo reportado por Linsley y colegas para los efectos
objetivo dirigidos por siARN en células de mamifero cultivadas (Jackson et al., 2003).

El requerimiento para un giro completo de una hélice puede reflejar un mecanismo de ’control de calidad’ mediante
RISC. Ya que el RISC se puede ensamblar evidentemente en cualquier secuencia de siARN, este puede usar la
estructura del para siARN para su objetivo para determinar si o no se divide. A pesar de la evidente vigilancia de la
estructura del par siARN/objetivo, la identidad del fosfato sincicial no se altera mediante emparejamiento incorrecto
extensivo entre el extremo 5 del siARN y su objetivo. Todavia el fosfato sincicial se determina mediante su distancia
del extremo 5’ de la hebra guia siARN (Elbashir et al., 2001; Elbashir et al., 2001). La explicacién mas simple para el
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descubrimiento actual es que el fosfato sincicial se identifica mediante una proteina cargada dentro del siARN
durante el ensamble de RISC, es decir, antes del encuentro del RISC con su ARN objetivo.

La Tolerancia destacada de RISC para emparejamientos incorrectos entre el siARN y sus objetivos-hasta nueve
nucledtidos 3’ contiguos-implica que un gran numero de genes objetivo se debe esperar para muchas secuencias
siARN cuando esta presente el RISC en exceso sobre sus objetivos de ARN. Sin embargo, el RISC con
emparejamientos incorrectos extensivas entre el sSiARN y el objetivo son muy lentas para dividir, ya que los efectos
objetivo se puede minimizar al mantener la cantidad de RISC tan bajo como sea posible. Estos entendimientos de la
base molecular del silenciamiento del gen dirigido a siARN El experto en la materia en crear los siARN disefiados
para balancear las demandas competidoras de eficacia de siARN y especificidad.

Procedimientos Experimentales
A. Métodos Generales

La preparacion del lisato de embrion Drosofila, se llevan a cabo reacciones ARNi in vitro, y marcado de tapa de ARN
objetivos utilizando Guanilil transferasa como se describié previamente (Tuschl et al., 1999; Zamore et al., 2000). Se
utilizan ARN objetivos en una concentracion de -5 nM para asegurar que las reacciones ocurren bajo condiciones de
recambio simple. La division objetivo bajo estas condiciones se proporciona para concentraciones de siARN. Los
productos de divisién de las reacciones de ARNi se analizan mediante electroforesis en 5% o 8% de geles
acrilamida desnaturalizante. La marca de extremo 5’ y la determinacion del estado siARN desenrollado estan de
acuerdo con Nykénen et al. (Nykanen et al., 2001) excepto que se utiliza el ARN competidor no marcado en exceso
molar de 100 veces. Los geles se secan, luego se exponen para placas de imagen (Fuji), que se escanean con un
formador de imégenes por fésforo Fuji FLA-5000. Se analizan imégenes utilizando el Lector de Imagen FLA-5000
version 1.0 (Fuji) y versién Image Gauge 3.45 o 4.1 (Fuji). Se desarrolla analisis de datos utilizando Excel (Microsoft)
y IgorPro 5.0 (Wavemetrics).

B. Lisato de embrién Drosofila, la marca siARN con quinasa de polinucleétido (New England Biolabs), la preparacion
de ARN obijetivo y la marca con guanilil transferasa se llevan a cabo como se describe (Hutvagner et al., 2002, Haley
et al., 2003) y la secuencia de cebador delantera para 379 nt de mARN objetivo es 5’-CGC TAA TAC GAC TCA CTA
TAG SCAG TTG GCG CCG CGA ACG A-3', y 5-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG TCA CAT CTC ATC TAC CTC
C-3 para el objetivo 182 nt. Los cebadores inversos utilizados para generar ARN objetivos de emparejamiento
completo y de emparejamiento incorrecto son: 5-CCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG ATT TAC ATC GCG TTG AGT
GTA GAA CGG TTG TAT AAA AGG TTG AGG TAG TAG GTT GTA TAG TGA AGA GAG GAG TTC ATG ATC AGT
G-3’ (coincidencia perfecta para let-7); 5-CCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG ATT TAC ATC GCG TTG AGT GTA
GAA CGG TTG TAT AAA AGG TTG AGG TAG TAG GTT CAT GCA GGA AGA GAG GAG TTC ATG ATC AGT G-
3’(7 nt de emparejamiento incorrecto 3’); 5-CCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG ATT TAC ATC GCG TTG AGT GTA
GAA CGG TTG TAT AAA AGG TTG AGG TAG TAG GTA CAU GCA GGA AGA GAG GAG TTC ATG ATC AGT G-3
(8 nt de emparejamiento incorrecto 3’); 5-CCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG ATT TAC ATC GCG TTG AGT GTA
GAA CGG TTG TAT AAA AGG TTG AGG TAG TAG GAA CAT GCA GGA AGA GAG GAG TTC ATG ATC AGT G-3
(9 nt de emparejamiento incorrecto 3’); 5-CCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG ATT TAC ATC GCG TTG AGT GTA
GAA CGG TTG TAT AAA AGG TAC TCC ATC TAG GTT GTA TAG TGA AGA GAG GAG TTC ATG ATC AGT G-
3'(8 nt de emparejamiento incorrecto 5’); 5-CCC ATT TAG GTG ACA CTA TAG ATT TAC ATC GCG TTG AGT GTA
GAA CGG TTG TAT AAA AGG TAC TCG TAG TAG GTT GTA TAG TGA AGA GAG GAG TTC ATG ATC AGT G-3’
(4 nt de emparejamiento incorrecto de S). En las Figuras 13, 14, 15, 17A, 19 y 20A, la secuencia objetivo es 613 nt
larga; 379 nt en las Figuras 16A-C, 17B y 20B; y 182 nt en la Figura 16D. Todos los siARN se desprotegen de
acuerdo con el protocolo del fabricante (Dharmacon), S’-radiomarcado segun sea apropiado, luego el gel purificado
en 15% de un gel poliacrilamida desnaturalizado. Los oligonucleétidos 2’-O-metilo son de Dharmacon. Las hebras de
siARN se hibrida a altas concentraciones y se diluyen serialmente en amortiguador de lisis (30 nM de HEPES pH
7.4, 100 mM de KOAc, y 2 mM de MgC12). Los geles se secan y se forman en imagen como se describe (Schwartz
et al., 2003). Se analizan imagenes utilizando Image Gauge 4.1 (Fuji). Los indices iniciales se determinan mediante
regresion lineal utilizando Excel X (Microsoft) o IgorPro 5.01 (Wavemetrics). La gréfica Kaleida 3.6.2 (Software
Synergy) se utiliza para determinar KM y Ki mediante fijado global en las ecuaciones: V = (Vmax xS)(KM + S)-1y V
= (Vmax xKi(app))(Ki(app) + 1)-1, en donde V es velocidad, S es concentraciéon de ARN objetivo, y | es la
concentracion del competidor de oligonucleétido 2’-O-metilo. El Ki se calcula al corregir Ki(app) mediante el KM y la
concentracion de sustrato, Ki = Ki(app)(1+(S KM-1))-1.

C. Preparacion de siARN

Se desprotegen ARN sintéticos (Dharmacon) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las hebras siARN se
hibridan (Elbashir et al., 2001a) y se utiliza en una concentracion final de 50 nM a menos que se note otra cosa. Las
hebras Unicas de siARN se fosforilan con quinasa polinucleétido (New England Biolabs) y 1 mM de ATP de acuerdo
con las directrices del fabricante y se utiliza en una concentracion final de 500 nM.

D. Preparacion de ARN objetivo
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Se transcriben ARN objetivos con Polimerasa de ARN t7, marcada con histidina, recombinante de productos PCR
como se describe (Nykanen et al., 2001; Hutvagner y Zamore, 2002), excepto para mARN sod1 codificante, que se
transcribe de una plantilla de plasmido (Crow et al., 1997) linearizada con Bam HI. Las plantillas PCR para los ARN
objetivo htt codificante y anticodificante y sod1 anticodificante se generan al amplificar 0.1 ng/ml (concentracion final)
de la plantilla de plasmido que codifica el cADN htt o sodl utilizando los siguientes pares cebadores: objetivo
codificante htt, 5-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAA CAG TAT GTC TCA GAC ATC-3' y 5-UUCG AAG UAU
UCC GCG UAC GU-3’; objetivo anticodificante htt, 5-GCG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAC AAG CCT AAT TAG
TGATGC-3' y 5-GAA CAG TAT GTC TCA GAC ATC-3’; objetivo anticodificante sod1, 5-GCG TAA TAC GAC TCA
CTATAG GGC TTT GTT AGC AGC CGG AT-3'y 5-GGG AGA CCA CAACGG TTT CCC-3.

Captura de oligonucledtido 2’-O-metilo inmobilizado de RISC

El extremo 5 de la hebra siARN que se mide es 32 P-radiomarcada con PNK. Se inmoviliza 10 pmol de ARN 2’-
OMetilo biotinilado en Dynabeads M280 (Dynal) mediante incubacion en 10 ml de amortiguador de lisis que contiene
2mM de DTT durante 1 h en hielo con el equivalente de 50 ml de la suspension de los glébulos proporcionados por
el fabricante. Los glébulos luego se lavan para remover el oligonucledtido no vinculado. Se preincuba siARN de SO
nM en una reaccién de ARNo estandar de 50 ml in vitro durante 15 min a 25°C. Luego, se agrega todo el
oligonucledtido 2’-O-Metilo inmovilizado a la reaccion y la incubacion continta durante 1 h a 25°C. Después de
incubacién, los glébulos se lavan rdpidamente tres veces con amortiguador de lisis que contiene 0.1 % (p/v) NP-40 y
2 mM de DTT seguido por un lavado con el mismo amortiguador sin NP-40. La radiactividad vinculada y de entrada
se determina mediante conteo de centelleo (Beckman). El grupo funcional 5'-biotina se liga por medio un brazo
espaciador de seis carbonos. Los oligonucleétidos 2’- O-metilo (IDT) son: 5’-biotina-ACA UUU CGA AGU AUU CCG
CGU ACG UGA UGU U-3’ (para capturar la hebra codificante siARN) 5’-biético-CAU CAC GUA CGC GGA AUA
CUU CGA AAU GUC C-3’ (para capturar la hebra anticodificante).

Analisis mfold

Para modelar el extremo de un siARN, se omiten las siguientes secuencias de ARN 16 nt para mfold 3.1: (37°C, 1 M
de NaCl): CGU ACU UUU GUA CGU G, UGU ACU UUU GUA CGU G, y UCG AAU UU UUC GAA A.

Procesamiento Pre-let-7

El ARN Pre-let-7 se incuba con Dicer humano, etiquetado con histidina, de terminal N de acuerdo con las directrices
del fabricante (Gene theraphy Systems) o en un embrién Drosofilia estdndar en reaccién de ARNi in vitro como se
describié previamente (Hutvagner etal., 2001; Hutvagner y Zamore, 2002).

Hibridacién Northern

La hibridacion Northern es esencialmente como se describe (Hutvagner et al., 2001). Se carga 50 mg de ARN total
por linea. Las sondas de ARN 5’sintéticas radiomarcadas 32 P (Dharmacon) son: 5’-ACA AAU UCG GAU CUA CAG
GGU-3’ (para detectar niiR-10) y 5’-AAA. CCU CUC UAG AAC CGA AUU U-3’ (para detectar miR-10%). La cantidad
de miR-10 o miR- 10* detectada se normaliza para la hibridacion no especifica de la sonda de rARN 5S. Se
normaliza la hibridacién de la sonda en una cantidad conocida de un control de ARN sintético miR-10 o miR-10* que
produce esencialmente el mismo resultado.

Agotamiento de ATP e Inhibicion de N-etil maleimida (NEM)

Las reacciones de ARNiI utilizando el lisato de embridon Drosofila son como se describe (Haley et al., 2003). Para
comparar condiciones de ATP ‘'menos’ y ‘'mas’, las muestras se tratan con 10 mM de NEM (Pierce) durante 10 min a
4°C, luego el NEM se apaga con 11 mM de ditiotreitol (DTT). Para el agotamiento de ATP (-ATP), se agregan 1
unidad de hexoquinasa y 20 mM (concentracion final) de glucosa y la incubacién continta durante 30 min a 25°C.
Para reacciones ATP 'mas’, 0.05 mg de ml-1 (concentracion final) quinasa creatina y un décimo del volumen de H20
sustituido para hexoquinasa y glucosa. La adicién de quinasa creatina fresca después de tratamiento de NEM no
rescata el defecto en el ensamble de RISC, pero no restaura el ATP en altos niveles (Nykénen et al., 2001). Se
miden los niveles de ATP utlizando un equipo de ensayo ATP (Sigma) y un luminémetro PhL (Mediators
Diagnostika).
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<212> ADN
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<223> cebador sintético
<400> 3

cccatttagg tgacactata gatttacatc gcgttgagtg tagaacggtt gtataaaagg 60
ttgaggtagt aggttgtata gtgaagagag gagttcatga tcagtg 106
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cguacuuuug uacgug 16

<210>18
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<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> construccién sintética

<400> 18

uguacuuuug uacgug 16
<210> 19

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<400> 22

cgaggugaac aucacguacg cggaauacuu cgaaaugucc
<210> 23

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 23

ggacauuucg aaguauuccg cguacgugau guucaccucg
<210> 24

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 24

cguacgcgga auacuucgaa a 21
<210> 25

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética
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ucuucaaagu gguugugaaa ug

<210>381

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 81

uaucacagcc agcuuugagg age

<210> 82

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética
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ggaugcaucu ugugcaguua ug

<210> 83

<211> 22

<212> ADN
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<220>

<223> construccion sintética
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uaucacagug auuuuccuuu au

<210> 88

<211> 22

<212> ADN
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<220>
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 94

uggaagacua gugauuuugu ugu

<210> 95

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES2357116T3

22

23

22

23

71



10

15

20

25

30

<223> construccion sintética
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uaacaauaaa ucccuugucu ucuuac

<210> 96

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 96

caucuuaccg ggcagcauua ga

<210> 97

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 97

uaauacuguc agguaaagau guc

<210> 98

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 98

ucuuugguua ucuagcugua uga

<210> 99

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
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auaaagcuag cuuaccgaag uua

<210> 100
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<213> Secuencia Atrtificial
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<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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auaaagcuag cuuaccgaag uua
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<211>21
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<220>
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<210> 103

<211>21

<212> ADN

ES2357116T3

23

21

23

21

73



10

15

20

25

30

<213> Secuencia Atrtificial
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<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética

<400> 106

uccucaaagg guugugaaau guc

<210> 107

<211> 23
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uaucacagcc auuuugacga gu

<210> 110
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<213> Secuencia Artificial

<220>
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gcgucaaaau gacugugagc ua

<210>111
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<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> construccion sintética
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uaucacagcc auuuugacga gu

<210> 112
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<220>
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ggagcgagac ggggacucac u
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<223> construccion sintética
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<223> construccion sintética
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<220>
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<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> construccion sintética
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<223> construccion sintética
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REIVINDICACIONES

1. Un método para mejorar la capacidad de una hebra anticodificante de un agente ARNi para actuar como un
hebra guia en mediar ARNi, que comprende disminuir la fuerza de los pares base entre el extremo 5’ de la hebra
anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante del duplex cuando se compara con la fuerza del par base entre
el extremo 3’ de la hebra anticodificante y el extremo 5’ de la hebra codificante, en donde el extremo 5’ de las hebras
codificantes y anticodificantes es los cinco nucledétidos en el terminal 5’ de las hebras respectivas, y el extremo 3’ de
las hebras codificantes y anticodificantes es la region de cinco nucleétidos en el terminal 3’ de las hebras respectivas
que son complementarias con el extremo 5’ de las hebras complementarias respectivas.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el agente ARNi es un duplex siARN.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde la resistencia de par base es menor debido a pocos pares
base G:C entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante que entre el extremo
3’ de la hebra anticodificante y el extremo 5’ de la hebra codificante.

4. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo menos
un par base con emparejamiento incorrecto entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra
codificante.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde el par base con emparejamiento incorrecto se selecciona del
grupo que consiste de G:A, C:A, C:U, G:G, A:A, C:Cy U:U.

6. El método de la reivindicacion 4, en donde el par base con emparejamiento incorrecto se selecciona del
grupo que consiste de G:A, C:A, C:T, G:G, A:A, C:Cy U:T.

7. El método de la reivindicacién 1 6 2, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo menos
un par base oscilante entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el par base oscilante es G:U.
9. El método de la reivindicacion 7, en donde el par base oscilante es G:T.
10. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde la resistencia de par base es menor debido a:

(a) por lo menos un par base de con emparejamiento incorrecto entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el
extremo 3’ de la hebra codificante; y

(b) por lo menos un par base oscilante entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra
codificante.

11. El método de la reivindicaciéon 10, en donde el par base de emparejamiento incorrecto se selecciona del
grupo que consiste de G:A, C:A, C:U, G:G, A:A,C:.Cy U:U.

12. El método de la reivindicacion 10, en donde el par base de emparejamiento incorrecto se selecciona del
grupo que consiste de G:A, C:A, C:T, G:G, A:A,C:.Cy U:T.

13. El método de la reivindicacion 10, en donde el par base oscilante es G:U.
14. El método de la reivindicacion 10, en donde el par base oscilante es G:T.
15. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo menos

un par base que comprende un nucleétido raro.

16. El método de la reivindicacién 10, que comprende adicionalmente por lo menos un nucleétido raro entre el
extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante.

17. El método de la reivindicacion 15 o 16, en donde el nucledétido raro es inosina (1).
18. El método de la reivindicacién 17, en donde el par base se selecciona del grupo que consiste de un [:A, I:U
e l:C.
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19. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo menos
un par base que comprende un nucleétido modificado.

20. El método de la reivindicacién 10, que comprende adicionalmente por lo menos un nucleétido modificado
entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante.

21. El método de la reivindicacion 19, en donde el nucleétido modificado se selecciona del grupo que consiste
de 2-amino-G, 2- amino-A, 2,6-diamino-G, 2,6-diamino-A.

22. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el agente ARNi o diplex siARN se sintetiza quimicamente.

23. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el agente ARNi o duplex siARN se sintetiza
enzimaticamente.

24. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde el agente ARNi o duplex siARN se deriva de un precursor
construido por ingenieria.

25. El uso in vitro de un agente ARNi o duplex siARN como se define en cualquier reivindicacion precedente en
un método para mejorar silenciamiento de un mARN objetivo, que comprende poner en contacto una célula que
tiene una ruta de ARNi con el agente ARNi o duplex siARN bajo condiciones tales que se mejora el silenciamiento.

26. Un agente ARNi o duplex siARN como se define en cualquier reivindicacion precedente para uso en un
método para mejorar silenciamiento de un mARN objetivo en un sujeto en donde una composicion farmacéutica que
comprende el agente ARNi o diplex siARN se administra a dicho sujeto de tal manera que the silenciamiento se
mejora.

27. Un método in vitro para reducir silenciamiento de mARN objetivo inadvertido mediante un agente dsARNi, el
agente dsARNi que comprende una hebra codificante y una hebra anticodificante comprenden:

(a) detectar un grado significativo de complementariedad entre la hebra codificante y el objetivo inadvertido; y

(b) mejorar la resistencia de par base entre el extremo 5 de la hebra codificante y el extremo 3’ de la hebra
anticodificante con relacion a la resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra codificante y el extremo 5’ de
la hebra anticodificante; de tal manera que se reduce silenciamiento del mMARN objetivo inadvertido; en donde el
extremo 5’ de las hebras codificantes y anticodificantes es los cinco nucledtidos en el terminal 5 de las hebras
respectivas, y el extremo 3’ de las hebras codificantes y anticodificantes es la region de cinco nucleétidos en el
terminal 3’ de las hebras respectivas que es complementario con el extremo 5 de las hebras complementarias
respectivas.

28. El método de la reivindicacion 27, en donde silenciamiento del mARN objetivo inadvertido se reduce con
relacion al silenciamiento de un mARN objetivo deseado.

29. Un duplex siARN que comprende una hebra codificante y una hebra anticodificante, en donde la resistencia
de par base entre el extremo 5’ de la hebra anticodificante (AS 5’) y el extremo 3’ de la hebra codificante (S 3’) es
menor que la resistencia de par base entre el extremo 3’ de la hebra anticodificante (AS 3’) y el extremo 5’ de la
hebra codificante (S 5’), de tal manera que la hebra anticodificante guia preferiblemente la divisién de un mARN
objetivo, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base de emparejamiento
incorrecto entre el AS 5’ y el S 3’, o la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base oscilante
entre el AS 5’ y el S 3, o la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base que comprende un
nucleétido raro, o la resistencia de par base es menor debido a por lo menos un par base que comprende un
nucleétido modificado, y en donde el extremo 5’ de las hebras codificantes y anticodificantes es los cinco nucleétidos
en el terminal 5’ de las hebras respectivas, y el extremo 3’ de las hebras codificantes y anticodificantes es la region
de cinco nucledtidos en el terminal 3’ de las hebras respectivas que es complementario con el extremo 5’ de las
hebras complementarias respectivas.

30. El duplex siARN de la reivindicacion 29, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo
menos un par base de emparejamiento incorrecto entre el AS 5 y el S 3'.

31. El duplex siARN de la reivindicacién 30, en donde el par base de emparejamiento incorrecto se selecciona
del grupo que consiste de G:A, C: A, C:U, G:G, A:A, C:.Cy U:U.

32. El duplex siARN de la reivindicacién 30, en donde el par base de emparejamiento incorrecto se selecciona
del grupo que consiste de G:A, C: A, C:T, G:G, A:A, C:Cy U:T.
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33. El duplex siARN de la reivindicacién 29, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo
menos un par base oscilante entre el AS 5’ y el S 3.

34. El duplex siARN de la reivindicacién 30, en donde el par base oscilante es G:U.
35. El duplex siARN de la reivindicacion 30, en donde el par base oscilante es G:T.
36. El duplex siARN de la reivindicacion 29, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo

menos un par base que comprende un nucledtido raro.

37. El diplex siARN de la reivindicacion 36, en donde el nucleétido raro es inosina (1).

38. El diplex siARN de la reivindicacion 37, en donde el par base se selecciona del grupo que consiste de un
I:A, I:U e I:C.

39. El duplex siARN de la reivindicacion 29, en donde la resistencia de par base es menor debido a por lo

menos un par base que comprende un nucleétido modificado.

40. El duplex siARN de la reivindicacién 39, en donde el nucleétido modificado se selecciona del grupo que
consiste de 2-amino- G, 2-amino-A, 2,6-diamino-G, y 2,6-diamino-A.

41. Una composicion que comprende el duplex siARN de una cualquiera de las reivindicaciones 29-40
formuladas para facilitar la entrada del agente ARNi del diplex siARN en una célula.

42. Una composicion farmacéutica que comprende el duplex siARN de una cualquiera de las reivindicaciones
29-40.
43. Un pre-miARN construido por ingenieria que comprende el duplex siARN de una cualquiera de las

reivindicaciones 29-40.

44. Un vector que codifica el pre-miARN de la reivindicacion 43.

45. Un pri-miARN que comprende el pre-miARN de la reivindicacion 44.

46. Un vector que codifica el pri-miARN de la reivindicacion 45.

47. Un ARN de horquilla pequefia (shARN) que comprende secuencias de nucleétido idénticas a la hebra

codificante y anticodificante del duplex siARN de una cualquiera de las reivindicaciones 29-40.

48. El shARN de la reivindicacién 47, en donde la secuencia de nucleétido idéntica a la hebra codificante esta
en la direccion 5’ de la secuencia de nucledtido idéntica a la hebra anticodificante.

49. El shARN de la reivindicacion 47, en donde la secuencia de nucleétido idéntica a la hebra anticodificante
esta en la direccion 5° de la secuencia de nucledétido idéntica a la hebra codificante.

50. Un vector que codifica el shARN de una cualquiera de las reivindicaciones 47-49.

51. Una célula que comprende el vector de una cualquiera de las reivindicaciones 44, 46 o 50.
52. La célula de la reivindicacion 51, que es una célula de mamifero.

53. La célula de la reivindicacion 51, que es una célula humana.

54. Un transgen que codifica el ShARN de una cualquiera de las reivindicaciones 47-49.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 7
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FIGURA 10
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FIGURA 14
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FIGURA 16
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FIGURA19
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FIGURA 20
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FIGURA 21
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TABLA 1

Tabla 1 Anilisis cinético de RISC

Resumen de datos cinéticos del andlisis en la Figura 17A. Para comparacién, se proporcionan los valores K, y k., de cuatro
enzimas de proteina bien estudiadas 43,44. se reporta K,, y k., =error de ajuste.

Empareiamientos INCOTECOS, g (GM) Vi (Ms™)  [RISCI(M) k(™) kK™ (M 57 cambio en veces, kn Ki”

ninguno g4x16 0007 1 71x10° 8.4x10° 1.00

fres nt3” 2706 0.0022 2 Lix10? '3.8%10% 046

cifico pt3° 60218 00054 3 27x10* 45x10° 0.05

tres nt §° 47£13 0.0063 2 32x10° 6.7x I\D" 0.80

Enzimas de referencia Ky (aM) kg (57} ko Ky (aM 57) ko Ky con relacion a RISC

Ureasa (ref 43) 25x10°  1x10* 40x 10" ' 047
Fumarasa.(ref 43) 50x10° 8x10° 16x10" 190
Catalasa (ref 43) 2.5x 10" 1x10° 4.0x 10" 8940
' Riasa H1 (vef 44) 3.8x10' 5x 10 13x10° 0.03
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