ES2381201T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacién: 2 381 201
Gint. Cl.;

C12N 15/11 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

NUmero de solicitud europea: 06758231 .2
Fecha de presentacién: 31.03.2006

Numero de publicacion de la solicitud: 1866414
Fecha de publicacion de la solicitud: 19.12.2007

Tl’tulo: Inhibidores de la subunidad 2 de la ribonucledétido-reductasa y utilizaciones de los mismos

Prioridad: @ Titular/es:

31.03.2005 US 667362 P Calando Pharmaceuticals, Inc.
gg?ggggg Bg ?igigé E 225 South Lake Avenue, 3rd Floor
T Pasadena, CA 91101, US

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es:

24.05.2012 DAVIS, Mark, E.;
HEIDEL, Jeremy, D.y
ROOSI, John, J.

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente/Representante:

24.05.2012 Aznarez Urbieta, Pablo

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2381201 T3

DESCRIPCION
Inhibidores de la subunidad 2 de la ribonucleétido-reductasa y utilizaciones de los mismos.
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad de las solicitudes provisionales US n° 60/667.362 presentada el 31 de marzo de
2005, 60/695.931 presentada el 30 de junio de 2005 y 60/742.100 presentada el 2 de diciembre de 2005.

ANTECEDENTES

La ribonucledtido-reductasa (RNR) cataliza la reaccion que produce 2’-desoxirribonucledtidos a partir de sus 5'-difosfato-
ribonucledsidos correspondientes. Esta reaccion es un paso limitante en la ruta de produccion de 2'-
desoxirribonucledsido-5'-trifosfatos y es necesaria para la replicacion del ADN. La RNR humana consiste en dos
subunidades, R1 y R2, siendo necesaria para la actividad enzimatica la expresion de ambas proteinas. Las proteinas R1
y R2 son codificadas por genes diferentes en cromosomas independientes y, lo mas importante, sus ARNm son
expresados de forma diferenciada durante todo el ciclo celular. La proteina R1 es estable durante todo el ciclo celular,
mientras que la R2 sélo es expresada durante la fase tardia G1/temprana S cuando se produce la replicacién de ADN
(Engstrom y col., 1985).

La inhibicién de la R2 ha sido un objetivo de las terapias contra el cancer y antivirales. No obstante, seria deseable
disponer de nuevos inhibidores de la R2 dirigidos para el tratamiento de trastornos de proliferacién celular tales como el
cancer o de infecciones por agentes patdgenos.

BREVE DESCRIPCION DE LA SOLICITUD

Asi, la presente solicitud proporciona inhibidores de la R2 y métodos y composiciones relacionados con los mismos que
pueden lograr la inhibicién de R2 en células diana. Las células diana incluyen en particular aquellas que experimentan
una proliferacion no deseada, como células cancerosas o tumorales, células que experimentan un crecimiento y/o
proliferacion excesivo asociado a determinadas enfermedades o estados (por ejemplo células T en enfermedades
autoinmunes o rechazos en trasplantes) y agentes patdgenos. Los inhibidores de la R2 de la solicitud pueden inhibir la
R2 reduciendo la expresién de la R2 o una funcién biolégica de la R2 (por ejemplo una actividad enzimatica de la R2).

Un inhibidor de la R2 puede ser un acido nucleico, una molécula pequefa, un péptido que incluye un anticuerpo, un
derivado peptidico o un péptido mimético.

Ciertas realizaciones se refieren a inhibidores de R2 que son acidos nucleicos. La invencidn proporciona acidos
nucleicos aislados que comprenden al menos una parte que se hibrida en un transcripto de R2 bajo determinadas
condiciones (por ejemplo fisioldgicas o intracelulares) y reduce la expresion del gen diana en una célula. El transcripto
del gen diana puede ser cualquier transcripto previo al corte y empalme (es decir, incluye intrones) o posterior al corte y
empalme, asi como cualquier variante de corte y empalme. El transcripto del gen diana puede tener cualquiera de las
secuencias indicadas como SEQ ID NO: 1-3. Ejemplos de categorias de acidos nucleicos incluyen, por ejemplo,
constructos de ARNi y constructos de acido nucleico cataliticos. El acido nucleico puede ser mono- o bicatenario. El
acido nucleico bicatenario también puede incluir regiones protuberantes (overhang) o de no complementariedad, donde
una u ofra cadena es monocatenaria. Un acido nucleico monocatenario puede incluir regiones de
autocomplemetariedad, lo que significa que el compuesto forma una, asi llamada, estructura de “horquilla” o de “tallo-
bucle”, con una region de estructura helicoidal doble. El &cido nucleico puede comprender una secuencia de nucledtidos
complementaria a una region consistente en no mas de 1.000, no mas de 500, no méas de 250, no mas de 100 o no mas
de 50 nucledtidos de la secuencia de acidos nucleicos del gen diana, tal como cualquiera de las designadas como SEQ
ID NO: 1-3 (Figuras 1-2) o cualquier homdlogo (por ejemplo ortélogos y pardlogos) o variante de las mismas. La region
de complementariedad tendra preferentemente al menos 8 nucledtidos y opcionalmente al menos 10, 15, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos. Una regiéon de complementariedad puede estar situada dentro de un intrén, una
secuencia codificadora o una secuencia no codificadora del transcripto del gen diana. En general, el acido nucleico
tendra una longitud de entre aproximadamente 8 y aproximadamente 500 nucleétidos o pares de bases, opcionalmente
dicha longitud sera de aproximadamente 14 a aproximadamente 50 nucleétidos. El 4cido nucleico puede ser un ADN, un
ARN o un hibrido ARN:ADN. Cualquiera de las cadenas puede incluir una mezcla de ADN y ARN y también formas
modificadas que no se pueden clasificar facilmente como ADN o como ARN. Del mismo modo, el acido nucleico
bicatenario puede ser ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ARN y cualquier cadena también puede incluir una mezcla de ADN y
ARN ademas de formas modificadas que no se pueden clasificar facilmente como ADN o como ARN. El acido nucleico
puede incluir cualquiera de mudltiples modificaciones, incluyendo una o mas modificaciones del esqueleto (la parte
azucar-fosfato en un acido nucleico natural, incluyendo enlaces internucleétido) o en la parte base (la parte purina o
pirimidina de un acido nucleico natural). El acido nucleico tendra preferentemente una longitud de entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 30 nucledtidos y con frecuencia incluira una o mas modificaciones para
mejorar caracteristicas tales como su estabilidad en suero, en una célula o en el lugar donde es probable que se
administre el acido nucleico, por ejemplo en el estdmago en el caso de los acidos nucleicos administrados via oral y en
los pulmones en caso de los acidos nucleicos administrados por inhalaciéon. En caso de un constructo de ARNi, la
cadena complementaria al transcripto diana sera generalmente un ARN o modificaciones del mismo. La otra cadena
puede ser ARN, ADN o cualquier otra variaciéon. La parte duplex del constructo de ARNi con estructura de “horquilla”
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bicatenaria o monocatenaria tendra preferentemente una longitud de 18 a 30 nucledtidos, opcionalmente de
aproximadamente 21 a 27 nucleétidos. Los acidos nucleicos cataliticos o enzimaticos pueden ser ribozimas o enzimas
de ADN y también pueden incluir formas modificadas. Los acidos nucleicos aqui descritos pueden inhibir la expresion
del gen R2 diana aproximadamente en un 50%, 75%, 90% o mas cuando entran en contacto con células bajo
condiciones fisiolégicas y en una concentracién donde un control sentido o sin sentido tiene poco o ningun efecto. Las
concentraciones preferentes para evaluar el efecto de los &cidos nucleicos son 1, 5 o 10 micromolar. Los &cidos
nucleicos aqui descritos también pueden estudiarse en relaciéon con sus efectos sobre los fenotipos celulares. En el
caso de ciertas lineas celulares cancerosas, después de administrar los acidos nucleicos dirigidos se puede medir la
muerte celular o la disminucion de la tasa de expansion. Preferentemente, la expansion celular se inhibira en mas de un
50% con una concentracion experimentalmente significativa del acido nucleico.

En ciertos aspectos, la solicitud proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los diversos
inhibidores de R2, por ejemplo acidos nucleicos dirigidos a un gen R2 (o acidos nucleicos dirigidos). En general, una
composicién farmacéutica incluira un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composiciéon farmacéutica puede
comprender un acido nucleico que se hibrida en el transcripto del gen diana bajo condiciones fisioldgicas y disminuye la
expresion del gen diana en una célula.

En determinadas secciones, la solicitud describe métodos para inhibir la expresién de un gen R2 en una célula. El
método puede incluir poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de un acido nucleico que se hibrida en el
transcripto de R2 diana bajo condiciones fisiolégicas y disminuye la expresion del gen diana en la célula. En este
método se puede utilizar cualquiera de los acidos nucleicos dirigidos a R2 descritos. La célula puede ser una célula
tumoral o cancerosa, una célula patégena o una célula normal. En determinadas realizaciones, la célula normal
experimenta una proliferacion no deseada que conduce a una determinada enfermedad o condicién en un paciente.

En determinadas secciones, la solicitud describe métodos para reducir la tasa de crecimiento tumoral en un sujeto,
incluyendo la administracion de un inhibidor de R2 aqui descrito en cantidad suficiente para reducir la tasa de
crecimiento del tumor. En ciertos aspectos, la solicitud describe métodos para tratar a un paciente que padece de
cancer, los cuales comprenden la administracion al paciente de un inhibidor de R2 aqui descrito. El inhibidor de R2
puede ser un acido nucleico, por ejemplo un acido nucleico ARNi o un acido nucleico catalitico, pudiéndose formular con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, el tumor incluira una o mas células cancerosas que expresan
el gen al que esta dirigido el acido nucleico. El gen R2 diana puede estar sobreexpresado con respecto a una célula no
cancerosa de un tejido comparable. El tumor también puede ser un tumor metastasico. Este tratamiento se puede
combinar con al menos un agente quimioterapéutico adicional contra el cancer que inhiba las células cancerosas de
forma aditiva o sinérgica con el acido nucleico. El acido nucleico y el agente o los agentes contra el cancer adicionales
se pueden formular con antelacion como una formulacién combinada o se pueden formular de forma independiente y
administrar de tal modo (por ejemplo tiempo de administracion, dosificacion) que se logre el efecto combinado.

En ciertos aspectos, la solicitud proporciona el uso de un acido nucleico para producir un medicamento, por ejemplo
para el tratamiento del cancer o de una infeccidn por un agente patégeno.

En determinadas secciones, la solicitud describe métodos para tratar a un paciente de cancer, los cuales incluyen: (a)
identificar en el paciente un tumor que tiene multiples células cancerosas que expresan el gen de interés; y (b)
administrar al paciente, de la forma conveniente, un acido nucleico dirigido al gen en cuestiéon. Un método puede incluir,
como parte diagnostica, la identificacion en el paciente de un tumor que tiene multiples células cancerosas con una
amplificacion génica del gen diana. Las amplificaciones génicas se pueden detectar mediante diversos meétodos,
incluyendo por ejemplo la hibridacion fluorescente in situ (fluorescent in situ hybridization - FISH) o el analisis de
microarrays de oligonucleotidos representativos (representational oligonucleotide microarray analysis - ROMA).

En determinadas secciones, la solicitud describe métodos y composiciones para eliminar o reducir un agente patégeno
de un paciente infectado o de un objeto contaminado por el agente patdgeno.

Otra seccién de la presente solicitud describe un producto farmacéutico envasado. Dicho producto farmacéutico
envasado comprende: (i) una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor aqui descrito dirigido a un gen de R2; y
(i) instrucciones y/o una etiqueta para la administracion del inhibidor de R2 para el tratamiento de pacientes tumorales
que expresan el gen R2.

La presente solicitud también describe un desinfectante envasado. El desinfectante envasado puede ser especifico
contra uno o mas agentes infecciosos tales como agentes patégenos. Dicho desinfectante envasado comprende: (i) una
cantidad eficaz de un inhibidor de R2 dirigido a un gen de R2 en el agente infeccioso; y (ii) instrucciones y/o una etiqueta
para la administracion del inhibidor de R2 para eliminar o reducir la cantidad de agente infeccioso.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: secuencia de ADNc de la ribonucledtido-reductasa M2 humana (N° de Acceso a GenBank
NM_001034) (SEQ ID NO 1). Los tres tramos de 11 bases subrayados y en negrita corresponden a las
secuencias diana de nucleo representadas por las SEQ ID NO: 4-6.
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secuencias de ADNc de la Subunidad Pequefna de la Ribonucledtido-Reductasa de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (Figura 2A) (SEQ ID NO 2) y de la Subunidad Pequefia de la Ribonucleétido-
Reductasa del Virus Herpes Humano 4 (Figura 2B) (SEQ ID NO 3).

tincion inmunohistoquimica de R2 en tejido hepatico humano normal (Figura 3A) y en tejido de
carcinoma hepatocelular (HCC) (Figura 3B). Las imagenes se han tomado con un aumento 400x. La
expresion de R2 aumenta de forma detectable en el tejido hepatico de HCC. Se fija tejido de HCC
humano recién extirpado en paraformaldehido al 4%, se embebe en parafina y se cortan secciones de
2 a 5 ym. Después de desparafinar y rehidratar con alcoholes de grado, los portaobjetos se someten a
recuperacion de antigenos por microondas (Antigen Unmasking Solution; Vector Laboratories,
Burlingame, CA) y se marcan con anticuerpo antihumano anti-RRM2 de ratén (diluciéon 1:40, Covance,
Philadelphia, PA) y un anticuerpo secundario utilizando IgM de ratén (diluido 1:400, Vector
Laboratories). Las imagenes se capturan con una camara de dispositivo de acoplamiento de carga
refrigerado (Magnafire; Olimpus, Melville, NY) y se llevan a Adobe Photoshop (Adobe System,
Mountain View, CA) como archivos TIFF, se imprimen con una impresora Xerox Phaser 860DP. Se
lleva a cabo una tincion con hematoxilina y eosina (H & E) utilizando un protocolo estandar.

disefio de ARNsi dirigidos a R2. El emplazamiento de los sitios diana dentro del ARNm de R2 humano
(hRRM2) se designa A, B y C en el caso de los nuevos sitios diana de acuerdo con la presente
solicitud y X, Y y Z en el caso de sitios diana publicados.

ensayo de desplazamiento en gel donde se analiza la unién de ARNsi a R2 diana. Las rutas 3,4y 5
muestran el desplazamiento en gel de R2 utilizando ARNSsi dirigidos a las regiones A, B y C,
respectivamente, tal como muestra la Figura 4. Las secuencias de los ARNSsi utilizados son las SEQ ID
NO 7 y 8 (sitio diana A), SEQ ID NO 9 y 10 (sitio diana B) y SEQ ID NO 11 y 12 (sitio diana C). El
ARNSsi duplex dirigido al sitio A muestra una fuerte unién (ruta 3).

Figuras 6A y 6B: muestran que la potencia intracelular de los ARNsi (Figura 6A) se correlaciona con la afinidad de union

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

de éstos a la diana (Figura 6B). La Figura 6C muestra diversos ARNSsi dirigidos a EGFP.

sub-regulacion de R2 en diversas lineas celulares por determinados ARNSsi de la solicitud. La Figura
7A muestra un western blot del Nivel Proteinico hRRM2 en células HelLa tratadas con diversos ARNSsi,
segun se indica. La Figura 7B muestra los resultados de experimentos western blot en lisados de
diversos tipos celulares transfectados con ARNSsi dirigidos a los sitios A, B y C, un ARNsi control y un
oligodesoxinucledtido antisentido contra hRRM2 (GTI-2040).

constructo de fusién de R2-luciferasa para cribar ARNsi contra R2 (“plasmido pR2Luc”). Las células se
pueden cotransfectar con el plasmido pR2Luc y un ARNsi contra R2. La cuantificacion del nivel de
luciferasa se correlaciona con la reduccion de la expresion de R2.

resultados de experimentos de traslape (tiling). Las Figuras 9A, 9B y 9C ilustran los resultados de
experimentos de traslape realizados en los sitios diana A, B y C, respectivamente. Para cada sitio
diana se sintetizan ocho 0 mas secuencias 21meras diferentes adyacentes (+ o -) a cada uno de los
tres sitios diana identificados originalmente (traslape) y se comparan a tres dosis cada una (10 nM, 1
nM y 0,2 nM). La Figura 9D ilustra el disefio experimental de los experimentos de traslape.

muestra que el uso de pR2Luc en el experimento de traslape conduce al descubrimiento de ARNSsi
sumamente potentes. siRRM2A, siRRM2B y siRRM2C son ARNSsi dirigidos contra el sitio diana A (de
SEQ ID NO 7 y 8), el sitio diana B (de SEQ ID NO 9y 10) y el sitio diana C (de SEQ ID NO 11y 12),
respectivamente; siRRM2B+3 y siRRM2B+5 son duplex traslapados del sitio diana B que aumentan su
potencia en comparacion con el ARNsi duplex del sitio B original; GTI-2040 es un
oligodesoxinucleétido antisentido dirigido contra R2; si(GTI-2040) es un ARNSsi dirigido al mismo sitio
que el oligodesoxinucledtido antisentido GTI-2040; si(JBC, 2004) es un ARNSsi contra R2 previamente
publicado.

resultado de experimentos de traslape adicionales utilizando duplex alrededor del sitio diana B
(traslape B+3 a B+10). El duplex B+5 sigue siendo el duplex mas potente examinado y el duplex B+9
se revela como el segundo duplex mas potente.

sub-regulacion dosis-dependiente de una proteina de fusion de R2-luciferasa con ARN 21mero y
27mero.

muestra que la sub-regulacién de la fusidon de R2-luciferasa inducida por ARNsi se correlaciona con
sub-regulacion de R2 enddgena. Se comprueba que el siRRM2B+5 duplex es sumamente potente en
estudios de cotransfeccion con pR2Luc. Como muestra la figura, la transfeccion de siRRM2B+5 duplex
s6lo en células Hep3B conduce a un silenciamiento (knockdown) especifico de la secuencia de R2
enddgena 1 dia, 2 dias y 3 dias después de la transfeccion. Las células se transfectan con 20 nM de
siRRM2B+5 o siCON1 (duplex de control no dirigido #1 de Dharmacon).
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muestra que un ARNSsi contra R2 induce la apoptosis en células lipofectadas. Células HCC humanas
cultivadas (HepG2) se transfectan con ARNsi contra R2 (siRRM2B+5) o con un ARNsi de control no
dirigido (siCON1) y después se analizan en cuanto a la apoptosis 1 dia, 2 dias o 3 dias después de la
transfeccion.

muestra que un ARNSsi contra R2 aumenta la apoptosis farmaco-inducida en células HCC humanas.
Células HCC humanas cultivadas (HepG2) se transfectan con ARNSsi contra R2 (siRRM2B+5) o con un
ARNSsi de control no dirigido (siCON1) y después se someten a tratamiento con adriamicina (100 nM)
durante 3 dias. A continuacion se determina el nivel de apoptosis.

muestra que un ARNsi contra R2 reduce la expresion de R2 in vivo. Un plasmido codificador de un
gen de fusion de R2-luciferasa (pR2Luc) se inyecta junto con ARNsi contra R2 (siRRM2B+5) o un con
ARNSsi de control no dirigido (siCON1) en ratones BALB/c. La expresion de los genes de fusion se
sigue por imagenes de bioluminiscencia del animal completo. La Figura 16A es una representacion
grafica que resume la expresion de los genes de fusion durante 17 dias. La Figura 16B muestra
imagenes representativas tomadas 2 dias después de la inyeccion.

muestra que un ARNSsi contra R2 (siR2B+5) reduce el potencial de crecimiento de células HCC
humanas cultivadas (células Hep3B). Células de carcinoma hepatocelular (HPP) humanas (Hep3B) se
diluyen y disponen en placas y después se transfectan con ARNsi de control no dirigido (siCON1) o
con ARNsi contra R2 (siR2B+5) (5 nM). Cinco dias después de la transfeccion, las células se fijan, se
tifien (azul de metileno) y se recuentan las colonias (~50 o mas células). Como se muestra, el ARNSsi
contra R2 (siR2B+5) reduce significativamente el potencial de formacién de colonias celulares Hep3B
en comparacion con el ARNsi de control no dirigido (siCON1). Las columnas representan el promedio
de n=3 pocillos replicados; las barras de error representan la desviacién estandar.

muestra que la potencia del ARNsi contra R2 se correlaciona con la capacidad de reducir el potencial
de crecimiento celular HCC humanas cultivadas (células Hep3B). Células de carcinoma hepatocelular
(HPP) humanas (Hep3B) se diluyen y disponen en placas y después se transfectan con uno de cinco
ARNSsi (siR2B+3, siR2B+5, siR2B+6, siR2B+7, siR2B+9) (5 nM) que previamente han demostrado
tener una potencia variable contra R2 (véase por ejemplo la Figura 11). Cinco dias después de la
transfeccion, las células se fijan, se tifien (azul de metileno) y se recuentan las colonias (~50 o mas
células). Como se muestra, la capacidad del ARNsi para reducir la formacion de colonias (esta figura)
tiene gran correlacién con su potencia para disminuir R2 (véase la Figura 11), por ejemplo siR2B+3,
siR2B+5, siR2B+9 » siR2B+6, siR2B+7. Las columnas representan el promedio de n=3 pocillos
replicados; las barras de error representan la desviacién estandar.

muestra que la reduccion del potencial de crecimiento de células Hep3B con un ARNSsi contra R2
(siR2B+5) se incrementa por exposiciéon a 5-fluorouracilo (5-FU). Células de carcinoma hepatocelular
(HPP) humanas (Hep3B) se diluyen y disponen en placas y después (1) se transfectan con ARNSsi
dirigido contra luciferasa (Luc105-21) o ARNsi contra R2 (siR2B+5) (5 nM) durante 4 horas y/o (2) se
exponen a 5-fluorouracilo (5-FU) 5 mM durante 3 dias comenzando 48 horas después de la
transfeccion. Cinco dias después de la transfeccion, las células se fijan, se tifien (azul de metileno) y
se recuentan las colonias (~50 o mas células). Como se ha visto previamente, el siR2B+5 reduce las
cantidades de colonias en comparacion con un control no dirigido a R2 (en este caso Luc105-21). El 5-
FU solo (sin exposicidon a ARNsi) reduce las cantidades de colonias en comparacioén con células no
tratadas y la exposicion a 5-FU después de un tratamiento con siR2B+5 disminuye todavia mas las
cantidades de colonias. Las columnas representan el promedio de n=3 pocillos replicados; las barras
de error representan la desviacién estandar.

muestra que un ARNsi contra R2 reduce los niveles de proteina R2 en tumores Hep3B subcutaneos
en ratones. Se administra a ratones con tumores subcutaneos de carcinoma hepatocelular humano
(Hep3B) una inyeccion intratumoral (IT) diaria de 2,5 mg/kg de ARNsi (bien un ARNsi de control no
dirigido (siCON1), bien ARNsi contra R2 (siR2B+5)) durante tres dias consecutivos con un sistema de
suministro polimérico. Dos dias después de la tercera inyeccion, los ratones se sacrifican y los
tumores se fijan, se embeben en parafina, se seccionan y se realiza una inmunohistoquimica (IHC)
para evaluar los niveles de proteina R2 tumoral. En dos de tres ratones tratados con las formulaciones
que contienen ARNSsi contra R2, los niveles de proteina R2 tumoral se reducen claramente en
comparacién con los niveles en ratones tratados con ARNsi de control no dirigido. Esto sugiere que
una inyeccion intratumoral diaria de formulaciones que contienen siR2B+5 durante tres dias
consecutivos logra una disminucion de la proteina R2 en estos tumores. Se califica utilizando la
siguiente escala: + = nivel bajo de proteina R2, ++ = nivel moderado de proteina R2, y +++ = niveles
altos de proteina R2.

muestra que un ARNSsi contra R2 reduce los niveles de proteina R2 en células de hepatoma de rata
cultivadas (McA-RH7777). Las células de hepatoma de rata (McA-RH7777) se disponen en placas y
después se transfectan con una molécula antisentido contra R2 (GTI-2040; 1 nM o 20 nM), ARNSsi
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contra luciferasa (Luc105-21; sélo 20 nM), un ARNsi 21mero contra R2 (siR2B+5; 1 nM o0 20 nM) o un
25/27mero contra R2 (siR2B+5-27; 1 nM o 20 nM). Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion,
las células se someten a lisis y los niveles de proteina R2 se miden por Western blot y se cuantifican
utilizando el software ImageQuant. Todas las moléculas dirigidas contra R2 (GTI-2040 antisentido,
siR2B+5 21mero y 25/27mero) muestran reducciones de los niveles de proteina R2 dosis-
dependientes que son superiores a las de un control negativo (Luc105-21, ARNsi contra luciferasa).
Las reducciones de R2 del siR2B+5 21mero y 25/27mero son comparables entre si y son superiores a
la observada con la molécula antisentido GTI-2040.

representacion esquematica de un método para preparar particulas modelo para suministrarlas a
hepatocitos. La presencia o ausencia del compuesto de galactosa-PEG dan como resultado perlas
que contienen galactosa o perlas PEGiladas, respectivamente.

granulometria mediante dispersion dinamica de luz (dynamic light scattering - DLS) de particulas
preparadas para el suministro de un ARNsi. La Figura 23(a) muestra la granulometria de la perla
modelo Gal-50. La Figura 23(b) muestra la granulometria de una particula de ARNsi formulada,
formada mediante autoensamblaje con un polication lineal que contiene ciclodextrina y un modificador
basado en PEG que contiene galactosa.

muestra la retencién en el higado de las particulas Gal-50, MeO-50, Gal-140 y MeO-140 inyectadas
por la vena caudal de ratones 20 minutos después de la inyeccion.

muestra secciones hepaticas de ratones sometidos a inyecciones de particulas de diferentes tamafios
por la vena caudal. La imagen izquierda muestra que las perlas Gal-140 (que tienen un diametro de
140 nm) practicamente no estan presentes en la seccion hepatica (Figura 25A). La imagen derecha
muestra que las perlas Gal-50 (que tienen un diametro de 50 nm) estan presentes en la seccién
hepatica (Figura 25B).

imagen TEM que muestra que las particulas de Gal-140 estan localizadas dentro de una célula de
Kupffer y no llegan al interior de los hepatocitos.

representacion esquematica de funcionalizaciéon de grupo terminal CDP para producir CDP-im (CDP
que contiene imidazol).

muestra el efecto de la hidrofobicidad policationica en la toxicidad. Como se muestra, el componente
de ciclodextrina en AP5 reduce la citotoxicidad.

CDP-im como vehiculo de administracion para suministrar ARNsi a células in vitro. Células de
sarcoma de Ewing humanas (TC-71) cultivadas se exponen a formulaciones que contienen siEFBP2
(secuencia para dirigir a la proteina de fusiéon EWS-FLI1) preparadas con Oligofectamine (OFA) o
polication que contiene ciclodextrina (CDP-im) durante 4 horas. Cuarenta y ocho horas después de la
transfeccion, las células se lisan y la proteina celular total se desnaturaliza, se somete a electroforesis
y transfiere a una membrana PVDF tratada con anticuerpos para EWS-FLI1 o actina, cuantificandose
por analisis Western blot. Se determina la intensidad de banda media por densitometria y se calculado
la relacion entre EWS-FLI1 y la actina. El siEFBP2mut es un ARNSsi siEFBP2 aleatorizado utilizado
como control negativo.

imagenes TEM de células polipex de BHK expuestas a CDP/ADNp (paneles a, ¢ y d) o a CDP-
im/ADNp (paneles b, e y f). En (a) y (b), las vesiculas intracelulares estan cercanas a la membrana
celular y no a pH bajo. En (c-f), las vesiculas estan cercanas a la membrana nuclear y a valores de pH
cercanos a f. En (e) y (f) se observa un desempaque complejo, mientras que en (c) y (d) no se
observa.

representacion esquematica de la modificacion superficial de poliplex que contiene ciclodextrina (por
ejemplo PEGilado o dirigido) y de la formacion de complejos de inclusion con conjugados de
adamantano (AD)-PEG y B-ciclodextrina. La Figura 31A es una representacion esquematica de la
modificacién superficial de poliplex que contiene ciclodextrina. La Figura 31B es una representacion
esquematica de la formacién de complejos de inclusiéon con conjugados de adamantano (AD)-PEG (2°
componente del sistema) y B-ciclodextrina. El ligando (L) es para interactuar con los receptores de la
superficie celular. Las particulas modificadas pueden estar bien definidas y ser estables en las
condiciones utilizadas para la transfeccion in vitro y estudios in vivo.

ejemplos de los componentes modificadores ilustrados en la Figura 31. El modificador de glucosa se
utiliza como control para investigaciones de la diana galactosa.

muestra la estabilizacion de las particulas poliplex en una solucién salina 50 mM. La estabilizaciéon
completa se logra con AD-PEG5K (PEG5K es un PEG con un peso molecular de 5000). La adicién de
PEG5K (control) no produce ninguna estabilizacion. El aumento de tamafio no se debe a una
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reestructuracion de particulas, sino a una agregacion de particulas iniciales de 60 nm (confirmado
mediante imagenes TEM).

muestra el tamafo de las particulas formadas combinando CDP y AD-PEG5000 (AD-PEG5K) antes de
la adicion de ADN plasmido (ADNp). Las particulas se formulan en una proporcion de 1 mg ADN/ml
diluido en PBS. La estabilizacion completa en sal 150 mM con una dilucién en un factor superior a
1.000 se logra con AD-PEGS5K.

muestra el suministro del gen luciferasa utilizando diferentes poliplexos tal como se indica. (a) Células
HepG2 que contienen el receptor superficial de asialoglicoproteina (ASGP). (b) Células HelLa que no
contienen el receptor superficial. Por los receptores superficiales se puede influir en la absorcion
celular.

ejemplo de carga superficial ajustable en particulas por el uso de un segmento aniénico en el agente
modificador. Un 100% de AD-anidnico-PEG representa una relacion molar 1:1 entre el adamantano
(AD) y la ciclodextrina (CD) en el sistema.

representacién esquematica de autoensamblaje de particulas poliplex.

ensayos de turbidez en medios de cultivo (A) o 100% FBS (B) de diversas particulas poliplex después
de 1 hora. Los poliplexos no PEGilados forman agregaciones, mientras que los PEGilados no forman
agregaciones tal como estan formulados ni después de retirar los componentes no ligados.

muestra que las particulas completamente formuladas no activan el sistema complementario.
CDPPEGTf indica una particula completamente formulada con una relacion de carga de 3,18 0 5,3 (+/-

).

muestra que el CDP suministra ARNSsi a células en cultivo. La Figura 40A muestra analisis FACS de
ARNSsi desnudo y formulado con CDP marcado con FITC en células HeLa (el ARNsi 100 mM se
expone a células HelLa durante 2 horas). La Figura 40B muestra una imagen confocal del suministro
de CDP de ARNsi marcado con FITC en células HelLa (el ARNsi 100 mM se expone a células HelLa
durante 4 horas).

compara los resultados de RT-PCR de ratones BALB/c a los que se inyecta 50 yg de ARNsi en
diferentes formulaciones de administraciéon mediante inyeccion a alta presién en la vena caudal
(HPTV; 2 ml de volumen inyectado) o inyeccién a baja presion en la vena caudal (LPTV; 0,2 ml de
volumen inyectado).

muestra el ensamblaje de particulas dirigidas a transferrina (Tf) para el suministro de ARNsi. La Figura
42A muestra los componentes del sistema de suministro. La Figura 42B muestra el ensamblaje de las
particulas dirigidas y no dirigidas.

muestra el suministro de un ARNSsi contra luciferasa por particulas que contienen transferrina (Tf).

curvas de crecimiento de tumores injertados en ratones NOD/scid sometidos a diferentes tratamientos
tal como se indica. Se representa la sefial bioluminiscente tumoral integrada mediana
(fotones/segundo) para cada grupo de tratamiento [n = 8-10] en funcién del tiempo después de la
inyeccion (en todos los casos a 50 ug ARNSsi). Grupos: (A) D5W control, (B) siEFBP2 desnudo, (C)
completamente formulado con una secuencia de control (CON#1), (D) completamente formulado con
siEFBP2 y (E) formulado sin ligando de transferrina con siEFBP2.

inhibicion del crecimiento tumoral con un ARNsi formulado en particulas que contienen Tf (imagen
izquierda) e inhibicién especifica de secuencia del ARNm diana con el ARNSsi. La Figura 45A muestra
la inhibicién del crecimiento tumoral en tumores TC-71 establecidos, utilizando tres inyecciones diarias
(dias 34, 35, 36) de 50 ug de ARNsi para EWS-FRLI1 en particulas que contienen Tf. La Figura 45B
muestra los datos PCR de tumores después de dos inyecciones diarias, que demuestran la inhibicién
especifica de secuencia de EWS-FLI1-ARNm.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA SOLICITUD

Sinopsis

La subunidad R2 de la ribonucledtido-reductasa (RNR) es una diana terapéutica deseable porque la expresion de R2 se
regula durante todo el ciclo celular, la R2 parece ser un gen esencial (Kittler y col. (2004), Nature 432:1036-1040) y la
estructura de la proteina R2 ha sido descrita (Cerqueria y col. (2005), Curr. Med. Chem. 12:1283). A diferencia de la
subunidad R1 de RNR, de la que hay un exceso de un nivel relativamente constante durante todo el ciclo celular, la
sintesis de R2 comienza en la fase temprana S y se va acumulando lentamente en la célula hasta la mitosis tardia,
momento en que se degrada rapidamente. La expresién de R2 se detecta en diversos tejidos humanos y lineas
celulares tumorales (Zhou y col. (2003), Cancer Research 63:6583-6594). En determinados tejidos, la expresion de R2
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esta por debajo del nivel detectable en células normales de dichos tejidos, pero se hace detectable o aumenta en las
células anormales (por ejemplo tumorales o cancerosas) de estos tejidos. Por ejemplo, la expresion de R2 es
practicamente indetectable por western blot o inmunotincion en células hepaticas normales, pero se puede detectar en
caso de carcinoma de hepatocito (Figura 3). Por tanto, la inhibicion de R2 puede resultar Util para tratar enfermedades o
trastornos asociados a la proliferacion celular, incluyendo, por ejemplo, cancer, infecciones por agentes patégenos, etc.

La inhibicion de R2 se puede lograr inhibiendo la actividad biolégica de R2 en una célula, por ejemplo la actividad
enzimatica. Alternativamente, la inhibicién de R2 se puede lograr inhibiendo la expresion de un gen de R2 en una célula.
Existen células pequenas y acidos nucleicos para disminuir la actividad y/o expresion de R2. Los ejemplos incluyen
inhibidores de dimerizacion que son péptidos o derivados pepetidicos (por ejemplo, patente US 6.030.942, o el
pentapéptido Val Val Asn Asp Leu tal como se describe en la patente US 4.845.195), inhibidores cataliticos (por ejemplo
barredores de radicales libres o quelantes de hierro), moléculas antisentido (por ejemplo GTI-2040, Lorus Therapeutics,
Inc.), moléculas de ARNsi de acuerdo con la descripcién de Lin y col. (2003), J. Biol. Chem. 279:27030, y Duxbury y col.
(2004), Oncogene 28:1539. No obstante, sigue siendo deseable disponer de nuevos y mejores inhibidores de R2 como
nuevas herramientas para disminuir la R2.

Inhibidores de acido nucleico de R2

En determinados aspectos, la solicitud proporciona inhibidores de acido nucleico de un gen de R2 y métodos para inhibir
o reducir la actividad de un gen o proteina R2, por ejemplo reduciendo o disminuyendo la expresion del gen R2. Por
“inhibir” o “reducir’” se quiere indicar que la expresion del gen o el nivel de acidos nucleicos o de acidos nucleicos
equivalentes que codifican una o mas proteinas o subunidades proteicas se reducen por debajo de lo observado en
ausencia de los agentes de acido nucleico de la solicitud.

Tal como se utilizan aqui, los conceptos “acido nucleico” o “agente de acido nucleico” se refieren a cualquier compuesto
basado en acidos nucleicos que contiene nucledtidos y que tiene el efecto deseado en un gen R2. Los acidos nucleicos
pueden ser mono-, bi- 0 policatenarios y pueden comprender nucleétidos modificados o no modificados o no-nucleétidos
o0 mezclas diversas y combinaciones de éstos. Ejemplos de agentes de acidos nucleicos de la solicitud incluyen, de
forma no exclusiva, ARNds, ARNsi y acidos nucleicos enzimaticos.

En determinadas realizaciones, la solicitud proporciona inhibidores de acido nucleico dirigidos a un gen de R2 o a un
ARNmM de una o mas especies, incluyendo eucariotas y procariotas. En determinadas realizaciones, los inhibidores de
acido nucleico pueden disefiarse de modo que inhiben especificamente la expresiéon de un gen de R2 o una secuencia
de ARNm de determinadas especies, pero no inhiben la expresion de un gen de R2 o de un ARNm de otras especies.
Por ejemplo, un inhibidor de acido nucleico util para el tratamiento de una infeccién por agentes patdégenos puede
disefiarse de modo que inhibe especificamente la expresion de un gen R2 o de un ARNm en el agente patégeno, pero
no inhibe la expresion del gen R2 o ARNm en el huésped. Un inhibidor de acido nucleico util para el tratamiento de una
infeccion bacteriana puede inhibir la expresion de un gen de R2 procariota o la expresion de ARNm, pero no inhiben la
expresion de un gen R2 eucariota o la expresion de ARNm eucariota. Ejemplos de secuencias de ADNc de R2 de
diversas especies se muestran en las figuras 1y 2.

La base de datos EMBL incluye dos secuencias EST que reflejan una parte de la secuencia SEQ ID NO 1 (véase
DATABASE EMBL 12 de agosto de 2002 (12-08-2002), XP002407222 recuperado de la base de datos EBI con el
numero de acceso BQ670934 y DATABASE EMBL 9 de marzo de 2002 (09-03-2002), Kim y col.: XP002407223
recuperado de la base de datos EBI con el nimero de acceso BM754277). Sin embargo, la primera entrada de la base
de datos so6lo da a conocer una EST de 901 nucledtidos que abarca por completo los nucleétidos 422-485 de la SEQ ID
NO 1, mientras que la segunda entrada de la base de datos describe una secuencia EST de 122 nucledtidos que se
solapa parcialmente con esta region (residuos 422-474 o 422-485). Ni la primera ni la segunda de estas entradas de la
base de datos EMBL presentan ninguna secuencia que se hibride en los nucleétidos 422-485.

Ademas, el documento WO 02/024864 describe un oligonucledtido 20 (SEQ ID NO 129 del documento WO 02/024864)
que se hibrida en los residuos 422-485 de la SEQ ID NO 1. Sin embargo, el oligonucledtido representado por la SEQ ID
NO 129 de la Tabla 1 del documento WO 02/024864 indica que este oligonucleétido esta dirigido a la SEQ ID NO 17 del
documento WO 027024864, un gen identificado como “proteina que interacciona con la sintaxina 4”. Especificamente, la
Tabla 1 indica que este oligonucleétido se hibrida comenzando por la posicion de nucleétido 1516 de la SEQ ID NO 17.
Aunque parece que el oligonucledtido de SEQ ID NO 129 del documento 02/024864 se deberia hibridar en las
posiciones 1516-1535 de la SEQ ID NO 17 del documento 02/024864, los Solicitantes no han encontrado ningun tramo
de residuos al menos dentro de la region codificadora de la SEQ ID NO 17 (residuos 300-1961) que corresponde a los
residuos 422-485 de la SEQ ID NO 1 de la solicitud en cuestion.

Ademas, Lin, Z. Ping y col. (Lin Z Ping y col.: "Stable suppression of the R2 subunit of ribonucleotide reductase by R2-
targeted short interference RNA sensitizes p53(-/-) HCT-116 colon cancer cells to DNA-damaging agents and
ribonucleotide reductase inhibitors", 25 de junio de 2004 (25-06-2004), Journal of Biological Chemistry, vol. 279, N° 26,
pag.: 27030-27038, XP002407218 ISSN: 0021-9258) y Duxbury Mark S. y col. (Duxbury Mark S. y col.: "RNA
interference targeting the M2 subunit of ribonucleotide reductase enhances pancreatic adenocarcinoma chemosensitivity
to gemcitabine", 26 de febrero de 2004 (26-02-2004), Oncogene, 26 de febrero de 2004, vol. 23, n° 8, pag.:1539-1548,
XP002407219, ISSN: 0950-9232) dan a conocer la supresion de la expresion de la subunidad R2 de la ribonucleétido
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reductasa utilizando ARNSsi. Sin embargo, ninguno de estos documentos da a conocer o trata de acidos nucleicos tal
como se describen mas abajo, en particular oligonucleétidos que corresponden a los residuos 422-485 de la SEQ ID NO
1 de la solicitud en cuestién y son adecuados para reducir la expresién de una subunidad 2 (R2) de la ribonucledétido-
reductasa en una célula mediante un mecanismo de interferencia por ARN.

En determinadas realizaciones, la solicitud proporciona inhibidores de acido nucleico de un gen de R2 que estan
dirigidos a una o mas regiones especificas dentro de un gen de R2. Ejemplos de regiones dentro del gen de R2 humano
incluyen las regiones diana de nucleo mostradas mas abajo en la Tabla 1 (véase también la Figura 1). En general, una
secuencia diana de nucleo se refiere a una parte del gen de R2 diana, o de ARNm correspondiente, que inhibe
eficazmente la expresion de R2 en una unién especifica de secuencia mediante un acido nucleico inhibidor tal como, por
ejemplo, un ARNds, un ARNsi o un acido nucleico enzimatico. En general, un inhibidor de acido nucleico se puede
hibridar bajo condiciones estrictas en una region de una proteina R2 que comprende una secuencia diana de nucleo, o
una parte de un gen de R2 o un ARNm que comprende 5, 10 o 20 nucleétidos flanqueando uno o los dos extremos de
las regiones diana de nucleo dentro del gen de R2 o la secuencia de ARNm, por ejemplo un sitio diana de nucleo 5,
1+10 o +20 nucledtidos en uno o en los dos extremos. Las secuencias diana de nucleo mostradas en la Tabla 1 se
obtienen de la secuencia R2 humana. No obstante, aqui también se contemplan las regiones equivalentes dentro de las
secuencias R2 de otras especies, incluyendo otros eucariotas tales como otros mamiferos.

Tabla 1 Secuencias diana de ntcleo de R2

Descripcion Secuencia SEQ ID N°
RRM2-444 Nucleo 5’ cgaguaccaug 3’ SEQID NO 4
RRM2-632 Nucleo 5’ gauuuagccaa 3’ SEQID NO 5
RRM2-928 Nucleo 5’ aagaaacgagg 3’ SEQID NO 6

Constructos de ARNds y ARNi

En determinadas realizaciones, la solicitud se refiere a ARN bicatenarios (ARNds) y constructos de ARNi. Tal como se
utiliza aqui, el término “ARNds” se refiere a una molécula de ARN bicatenario capaz de interferencia en ARN (ARNi),
incluyendo ARNsi (véase, por ejemplo, Bass, 2001, Nature, 411, 428-429; Elbashir y col., 2001, Nature, 411, 494-498; y
Kreutzer y col., Publicacion PCT WO 00/44895; Zernicka-Goetz y col., Publicacion PCT WO 01/36646; Fire, Publicacion
PCT WO 99/32619; Plaetinck y col., Publicacion PCT WO 00/01846; Mello y Fire, Publicacion PCT WO 01/29058;
Deschamps-Depaillette, Publicacion PCT WO 99/07409; y Li y col., Publicacion PCT WO 00/44914). Ademas, ARNi es
un término aplicado inicialmente a un fendmeno observado en plantas y gusanos, donde un ARN bicatenario (ARNds)
bloquea la expresiéon genética de un modo especifico y post-transcripcional. EI ARNi constituye un método util para
inhibir o reducir la expresion genética in vitro o in vivo.

Tal como se utilizan aqui, los conceptos “ARN interferente pequefio”, “ARNsi” 0 “acido nucleico interferente pequefio” se
refieren a cualquier acido nucleico capaz de mediar en el silenciamiento génico o en ARNi cuando se procesa
apropiadamente por una célula. Por ejemplo, el ARNsi puede ser una molécula de polinucleétido bicatenaria que
comprende regiones sentido y antisentido autocomplementarias, teniendo la region antisentido complementariedad con
un gen diana. El ARNsi puede ser un polinucleétido de horquilla monocatenaria que incluye regiones sentido y
antisentido autocomplementarias, teniendo la region antisentido complementariedad con un gen diana. El ARNsi puede
ser un polinucleétido monocatenario circular que tiene dos o mas estructuras de bucle y un tallo que comprende
regiones sentido y antisentido autocomplementarias, teniendo la regiéon antisentido complementariedad con un gen
diana, y pudiendo ser procesado el polinucleétido circular in vivo o in vitro para generar un ARNSsi activo capaz de
mediar en el ARNi. EI ARNsi también puede comprender un polinucleétido monocatenario que tiene complementariedad
con un gen diana, pudiendo incluir el polinucleétido monocatenario adicionalmente un grupo fosfato terminal, tal como
un 5-fosfato (véase, por ejemplo, Martinez y col., 2002, Cell, 110, 563-574) o un 5,3'-difosfato. En determinadas
realizaciones, los ARNsi son acidos nucleicos no enzimaticos que se unen a un acido nucleico diana y alteran la
actividad del acido nucleico diana. La unién y/o actividad del ARNsi se pueden facilitar mediante interaccion con una o
mas proteinas o complejos proteinicos, tal como el complejo de silenciamiento inducido por ARN (o RISC - RNA
Induced Silencing Complex). En determinadas realizaciones, los ARNsi comprenden una secuencia complementaria a
una secuencia diana a lo largo de una secuencia contigua simple de una cadena de la molécula de ARNSsi.

Opcionalmente, los ARNsi de la solicitud contienen una secuencia de nucleétidos que se hibrida bajo condiciones
fisiologicas (por ejemplo en un medio celular) en la secuencia de nucleétidos de al menos una parte del transcripto de
ARNmM para el gen a inhibir (el gen “diana”). EI ARN bicatenario sélo ha de ser lo suficientemente similar al ARN natural
como para poder mediar en el ARNi. Asi, la solicitud tiene la ventaja de tolerar variaciones de secuencia esperables
debido a mutaciones genéticas, polimorfismo de cadena o divergencias evolutivas. La cantidad de desapareamientos de
nucledtidos tolerados entre la secuencia diana y la secuencia de ARNsi no es superior a 1 de cada 5 pares de bases o 1
de cada 10 pares de bases o 1 de cada 20 pares de bases o 1 de cada 50 pares de bases. Los desapareamientos en el
centro del ARNsi duplex son sumamente criticos y pueden suprimir esencialmente la segmentaciéon del ARN diana. En
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cambio, los nucledtidos del extremo 3’ de la cadena de ARNsi complementaria al ARN diana no contribuyen de forma
significativa a la especificidad del reconocimiento de la diana. La identidad de secuencia se puede optimizar mediante
comparacion de secuencias y algoritmos de alineaciéon conocidos en la técnica (véase Gribskov y Devereux, Sequence
Analysis Primer, Stockton Press, 1991 y las referencias alli citadas) y calculando la diferencia porcentual entre las
secuencias de nucleétidos mediante, por ejemplo, el algoritmo Smith-Waterman tal como se ejecuta con el programa de
software BESTFIT utilizando pardmetros por defecto (por ejemplo, University of Wisconsin Genetic Computing Group).
Es preferente una identidad de secuencia entre el ARNSsi y la parte del gen diana superior al 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
0 99%, o incluso una identidad de secuencia del 100%. Alternativamente, la regién duplex del ARN se puede definir
funcionalmente como una secuencia de nucleétidos capaz de hibridarse con una parte del transcripto del gen diana bajo
condiciones estrictas (por ejemplo, NaCl 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4, EDTA 1 mM, 50°C o 70°C, hibridacién durante
12-16 horas seguida de lavado).

La estructura bicatenaria del ARNds puede estar formada por una cadena de ARN autocomplementaria, dos cadenas de
ARN complementarias o una cadena de ADN y una cadena de ARN complementaria. Opcionalmente se puede iniciar la
formaciéon de ARN duplex dentro o fuera de la célula. EI ARN se puede introducir en tal cantidad que permita el
suministro de al menos una copia por célula. Dosis mayores (por ejemplo de al menos 5, 10, 100, 500 o 1.000 copias
por célula) de material bicatenario pueden producir una inhibicion mas eficaz, mientras que dosis menores también
pueden ser Utiles para aplicaciones especificas. La inhibicion es especifica de secuencia, ya que las secuencias de
nucleodtidos correspondientes a la region duplex del ARN son las dianas para la inhibicion.

Tal como se describen aqui, los ARNsi en cuestion comprenden una regiéon duplex de aproximadamente 19-30
nucledtidos de longitud, aproximadamente 21-27 nucledtidos de longitud, aproximadamente 21-25 nucleétidos de
longitud o aproximadamente 21-23 nucleétidos de longitud. Se entiende que los ARNSsi reclutan complejos de nucleasa y
guian los complejos al transcripto del gen diana mediante apareamiento a las secuencias especificas. Como resultado,
el transcripto del gen diana es degradado por las nucleasas del complejo proteinico. En determinadas realizaciones, las
moléculas de ARNsi comprenden un grupo hidroxilo en el extremo 3’. En determinadas realizaciones, los constructos de
ARNSsi se pueden generar por el procesamiento de ARN bicatenario mas largo, por ejemplo en presencia de la enzima
Dicer. En una realizacién se utiliza el sistema Drosophila in vitro. En esta realizacién, el ARNds se combina con un
extracto soluble derivado de embrion de Drosophila, produciendo asi una combinaciéon. La combinaciéon se mantiene
bajo condiciones en las que el ARNds se procesa para obtener moléculas de ARN de aproximadamente 21 a
aproximadamente 27 nucleétidos. Las moléculas de ARNsi se pueden purificar mediante diversas técnicas conocidas
por el experto en la materia. Por ejemplo, para purificar el ARNsi se puede utilizar electroforesis en gel.
Alternativamente, para purificar el ARNsi se pueden emplear métodos no desnaturalizantes, tal como cromatografia en
columna no desnaturalizante. Ademas, para purificar el ARNsi también se puede utilizar cromatografia (por ejemplo
cromatografia de exclusion por tamanos), centrifugacion por gradiente de glicerol o purificacién por afinidad con
anticuerpo.

La produccion de los ARNds en cuestion (por ejemplo ARNsi) se puede llevar a cabo mediante métodos de sintesis
quimica o con técnicas de acidos nucleicos recombinantes. La ARN-polimerasa enddgena de la célula tratada puede
mediar en la transcripcion in vivo o se puede utilizar una ARN-polimerasa clonada para la transcripcion in vitro. Tal como
se utilizan aqui, las moléculas de ARNds o ARNSsi de la solicitud no se limitan necesariamente a las moléculas que
contienen unicamente ARN, sino que ademas incluyen nucleétidos modificados quimicamente y no nucledétidos. Por
ejemplo, el ARNds puede incluir modificaciones en el esqueleto azucar-fosfato o en el nucleésido, por ejemplo para
reducir la sensibilidad a las nucleasas celulares, mejorar la biodisponibilidad, mejorar las caracteristicas de formulacién
y/o cambiar las propiedades farmacocinéticas. Como ejemplo, los enlaces fosfodiéster del ARN natural se pueden
modificar para que incluyan al menos un heteroatomo de nitrégeno o un heteroatomo de azufre. Las modificaciones en
la estructura del ARN se pueden adaptar para permitir una inhibicidon genética especifica, evitando al mismo tiempo una
respuesta general al ARNds. Del mismo modo, las bases se pueden modificar para bloquear la actividad de la
adenosina-desaminasa. Los ARNds se pueden producir enzimaticamente o mediante sintesis organica parcial/total.
Cualquier ribonucleétido modificado se puede introducir mediante sintesis enzimatica u organica in vitro. Se pueden
adaptar los métodos de modificacién quimica de moléculas de ARN para modificar ARNds (véase, por ejemplo,
Heidenreich y col. (1997), Nucleic Acids Res, 25:776-780; Wilson y col. (1994), J Mol Recog 7:89-98; Chen y col. (1995),
Nucleic Acids Res 23: 2661-2668; Hirschbein y col. (1997), Antisense Nucleic Acid Drug Dev 7:55-61). Sélo a titulo
ilustrativo, el esqueleto de un ARNds o de un ARNsi se puede modificar con fosforotioatos, fosforamidatos,
fosfoditioatos, metilfosfonato-fosfodiésteres quiméricos, acidos nucleicos peptidicos, oligdmeros que contienen 3-
propinilpirimidina o modificaciones de azucar (por ejemplo, ribonucledsidos sustituidos en posicion 2’, configuracién a).
En determinados casos, los ARNds de la solicitud carecen de nucledtidos que contienen 2’-hidroxi (2'-OH). En
determinadas realizaciones, las moléculas de ARNsi comprenden una cadena sentido de fosforotioato. En determinadas
realizaciones, las moléculas de ARNsi comprenden una cadena antisentido de fosfodiéster.

En una realizacion especifica, al menos una cadena de las moléculas de ARNSsi tiene una parte protuberante en el
extremo 3’ de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 nucleétidos de longitud, de aproximadamente 1 a 5
nucledtidos de longitud, de aproximadamente 1 a 3 nucledtidos de longitud o de aproximadamente 2 a 4 nucleétidos de
longitud. En determinadas realizaciones, un ARNsi puede comprender una cadena que tiene una parte protuberante en
el extremo 3’ y la otra cadena tiene el extremo 3’ romo (por ejemplo no tiene parte protuberante en el extremo 3’). En
otra realizacion, un ARNsi puede comprender una parte protuberante en el extremo 3’ de las dos cadenas. Las
longitudes de la parte protuberante de cada cadena pueden ser iguales o diferentes. Para aumentar adicionalmente la
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estabilidad del ARNSsi, las partes protuberantes en el extremo 3’ se pueden estabilizar contra la degradacion. En otra
realizacion, el ARN e estabiliza mediante la inclusion de nucleétidos de purina, por ejemplo de adenosina o guanosina.
Alternativamente, también se tolera la sustitucion de nucleétidos de pirimidina mediante analogos modificados, por
ejemplo la sustitucion de partes protuberantes de nucleétidos de uridina en el extremo 3’ por 2’-desoxitinidina, lo que no
afecta a la eficiencia del ARNi. La ausencia de un 2’- hidroxilo aumenta significativamente la resistencia a la nucleasa de
la parte protuberante en un medio de cultivo de tejidos y puede resultar beneficiosa in vivo.

En otra realizaciéon especifica, el ARNds en cuestion también puede tener la forma de un ARN bicatenario largo. Por
ejemplo, el ARNds tiene al menos 25, 50, 100, 200, 300 o 400 bases. En algunos casos, el ARNds es de 400-800 bases
de longitud. Opcionalmente, los ARNds se digieren intracelularmente, por ejemplo para producir secuencias de ARNSsi
en la célula. No obstante, el uso de ARN bicatenarios largos in vivo no siempre es factible, es de suponer que debido a
los efectos perjudiciales que pueden provocarse por la respuesta del ARNds independiente de la secuencia. En estas
realizaciones es preferible utilizar sistemas de suministro local y/o agentes que reducen los efectos del interferon o PKR.

En otra realizacién especifica, el ARNds o ARNsi esta en forma de una estructura de horquilla (o ARN en horquilla). Los
ARN en horquilla se pueden sintetizar de forma exégena o se pueden formar mediante transcripcion a partir de
promotores de ARN-polimerasa lll in vivo. Por ejemplo, en Paddison y col., Genes Dev, 2002, 16:948-58; McCaffrey y
col., Nature, 2002, 418:38-9; McManus y col., RNA, 2002, 8:842-50; Yu y col., Proc Natl Acid Sci USA, 2002, 99:6047-
52, se describen ejemplos de produccion y utilizacion de estos ARN en horquilla para el silenciamiento génico en células
de mamifero. Preferentemente, estos ARN en horquilla se crean por ingenieria genética en células o en un animal para
asegurar una supresion continua y estable de un gen diana. En la técnica es conocido que se pueden producir ARNSsi
mediante el procesamiento de un ARN en horquilla en la célula.

La solicitud PCT WO 01/77350 describe un ejemplo de vector para la transcripcién bidireccional de un transgén para
producir transcriptos de ARN tanto sentido como antisentido del mismo transgén en una célula eucariota. Asi, en
determinadas realizaciones la presente invencion proporciona un vector recombinante que presenta las siguientes
caracteristicas unicas: comprende un replicon viral que tiene dos unidades de transcripcion solapadas dispuestas en
orientacion opuesta y flanquean un transgén para un ARNds de interés, proporcionando las dos unidades de
transcripcion solapadas transcriptos de ARN tanto sentido como antisentido a partir del mismo fragmento de transgén en
una célula huésped.

En ejemplos de realizacion, la solicitud proporciona ARNsi dirigidos contra una secuencia diana de nucleo tal como
muestra la Tabla 1 mas arriba, o una regién correspondiente a una region de un gen de R2 o un ARNm correspondiente
a una secuencia diana de nucleo con %5, +10 o +20 nucleétidos flanqueando la secuencia diana de nucleo por uno o por
los dos lados. Mas abajo, en las Tablas 2-8 se muestran las secuencias de varios ARNsi duplex.

Tabla 2 ARNsi duplex dirigidos a los sitios diana A, B y C. Los residuos subrayados representan partes
protuberantes del extremo 3’

Descripcion Secuencia Cadena SEQID NO
siRRM2A 5’ cccaucgaguaccaugauauc 3’ Sentido SEQIDNO7
(o RRM2-444) 3’ agggguagcucaugguacuau 5’ Antisentido SEQIDNO 8

También se muestran los ARNsi 27meros correspondientes de los tres 21meros arriba indicados en la Tabla 2. Mas
especificamente, las variantes “27R” y “27L” pueden ser mas potentes para reducir la expresion de R2. Véase Kim y
col., "Synthetic dsRNA Dicer substrates enhance RNAi potency and efficacy.", Nature Biotechnology 23:222-226 (2005);
Rose y col., "Functional Polarity is Introduced by Dicer Processing of Short Substrate RNAs.", Nucleic Acids Research,
33(13):4140-56 (2005). El 27mero ‘R’ ha afiadido bases que se extienden hacia la parte derecha de la secuencia diana
inicial (3’ con respecto a la diana), mientras que el 27mero ‘L’ ha afiadido bases que se extienden hacia la parte
izquierda de la secuencia diana inicial (5 con respecto a la diana). La siguiente Tabla 3 muestra ejemplos de los ARNSsi
27meros.

_Tabla 3 ARNsi 27meros correspondientes a los ARNsi 21meros mostrados en la Tabla 2. Las letras
MAYUSCULAS indican residuos de ADN, las letras minusculas indican residuos de ARN, [5°’phos] representa 5’-
fosfato y los residuos subrayados representan partes protuberantes del extremo 3’

Descripcion Secuencia Cadena SEQID NO
siRRM2A1(o 5’ [5’phos]cccaucgaguaccaugauaucugGC 3’ Sentido SEQ ID NO
13
RRM2-444-27R)
3’ agggguagcucaugguacuauagaccg 5’ Antisentido SEQ ID NO
14
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siRRM2A2" 5’aucuuccccaucgaguaccaugauauc 3’ Sentido SEQ ID NO
15
(0 "RRM2-444-27L)
3’ TAgaagggguagcucaugguacuau [5'phos] 5’ Antisentido SEQ ID NO
16

La solicitud también proporciona ARNSsi dirigidos dentro de -20 a +20 bases de una secuencia diana de nucleo o dentro
de -10 a +10 bases de un ARNSsi de la solicitud. Por ejemplo, las siguientes Tablas 4-8 muestran duplex 21meros que
tienen sitios diana dentro de -5 a +5 bases de cada uno de los tres ARNsi 21meros o de -10 a +10 bases de cada de las
tres secuencias diana de nucleo.

Tabla 4 ARNSsi duplex dirigidos contra el sitio diana A y con traslape de -5 a +5 bases del ARNsi duplex
siRRM2A. Los residuos subrayados representan partes protuberantes del extremo 3’

Descripcion Secuencia Cadena SEQID NO

siRRM2A-5 (o 5’'ucuuccccaucgaguaccaug 3’ Sentido SEQ ID NO 25
RRM2-439) 3’guagaagggguagcucauggu 5’ Antisentido SEQ ID NO 26
siRRM2A-4 (o 5’ cuuccccaucgaguaccauga 3’ Sentido SEQ ID NO 27
RRM2-440) 3’uagaagggguagcucauggua 5’ Antisentido SEQ ID NO 28
siRRM2A-3 (o 5’uuccccaucgaguaccaugau 3’ Sentido SEQ ID NO 29
RRM2-441) 3’ agaagggguagcucaugguac 5’ Antisentido SEQ ID NO 30
siRRM2A-2 (o 5’ uccccaucgaguaccaugaua 3’ Sentido SEQ ID NO 31
RRM2-442) 3’ gaagggguagcucaugguacu 5’ Antisentido SEQ ID NO 32
siRRM2A-1 (o 5’ ccccaucgaguaccaugauau 3’ Sentido SEQ ID NO 33
RRM2-443) 3’ aagggguagcucaugguacua 5’ Antisentido SEQ ID NO 34
siRRM2A+1 (o 5’ ccaucgaguaccauugauaucu 3’ Sentido SEQ ID NO 35
RRM2-445) 3’'gggguagcucaugguacuaua 5’ Antisentido SEQ ID NO 36
siRRM2A+2 (o 5’ caucgaguaccaugauaucug 3’ Sentido SEQ ID NO 37
RRM2-446) 3’ ggguagcucaugguacuauag 5’ Antisentido SEQ ID NO 38
siRRM2A+3 (o 5’ aucgaguaccaugauaucugg 3’ Sentido SEQ ID NO 39
RRM2-447) 3’ gguagcucaugguacuauaga 5’ Antisentido SEQ ID NO 40
siRRM2A+4 (o 5’ ucgaguaccaugauaucuggc 3’ Sentido SEQ ID NO 41
RRM2-448) 3’ guagcucaugguacuauagac 5’ Antisentido SEQ ID NO 42
siRRM2A+5 (o 5’ cgaguaccaugauaucuggca 3’ Sentido SEQ ID NO 43
RRM2-449) 3’ uagcucaugguacuauagacc 5’ Antisentido SEQ ID NO 44

En determinadas realizaciones, los agentes de acido nucleico de la solicitud pueden tener entre 12 y 200 nucledtidos de
longitud. En una realizacién, algunos ejemplos de moléculas antisentido de la solicitud tienen una longitud entre 15y 75
nucledtidos, incluyendo, por ejemplo, entre 20 y 35 nucledtidos de longitud (véase, por ejemplo, Woolf y col., 1992,
PNAS., 89, 7305-7309; Milner y col., 1997, Nature Biotechnology, 15, 537-541). En otra realizacion, algunos ejemplos
de ARNSsi de la solicitud tienen entre 20 y 30 nucleétidos de longitud, incluyendo por ejemplo entre 21 y 27 nucleétidos
de longitud. El experto en la materia reconocera que lo unico que se requiere es que el agente de acido nucleico en
cuestién tenga una longitud y conformacion suficiente y adecuada para la actividad aqui considerada. La longitud de los
agentes de acido nucleico de la presente solicitud no es restrictiva dentro de los limites generales expuestos.
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Sintesis de agentes de acido nucleico

La sintesis de acidos nucleicos de mas de 100 nucleédtidos de longitud es dificil con métodos automaticos y el coste
terapéutico de estas moléculas es prohibitivo. En esta solicitud se utilizan preferentemente motivos de acido nucleico
pequenos. El término “pequefios” se refiere a motivos de acido nucleico inferiores a aproximadamente 100 nucleétidos
de longitud, preferentemente inferiores a aproximadamente 80 nucleétidos de longitud y de forma especialmente
preferente inferiores a aproximadamente 50 nucleétidos de longitud (por ejemplo constructos de ARNi) para suministro
exogeno. La estructura simple de estas moléculas aumenta la capacidad del acido nucleico para invadir regiones diana
de la estructura del ARN.

Algunos ejemplos de moléculas inhibidoras de acido nucleico de la presente solicitud, incluyendo moléculas de ARN y
ADN, se pueden sintetizar quimicamente. A titulo ilustrativo, los oligonucleétidos (por ejemplo ADN) se sintetizan
utilizando protocolos conocidos en la técnica, tal como se describen en Caruthers y col., 1992, Methods in Enzymology
211,3-19, Thompson y col., Publicacion PCT Internacional WO 99/54459, Wincott y col., 1995, Nucleic Acids Res. 23,
2677-2684, Wincott y col., 1997, Methods Mol. Bio., 74, 59, Brennan y col., 1998, Biotechnol Bioeng., 61, 33-45, y
Brennan, Pat. US 6.001.311. Para la sintesis de oligonucleétidos se utilizan grupos protectores y de acoplamiento de
acidos nucleicos habituales, por ejemplo dimetoxitritlo en el extremo & y fosforoamiditas en el extremo 3’. En un
ejemplo no limitativo se llevan a cabo una sintesis a pequefia escala en un sintetizador 394 Applied Biosystems, Inc. con
un paso de acoplamiento de 2,5 minutos para los nucledtidos 2’-O-metilados y un paso de 45 segundos para los 2'-
desoxinucleotidos. Alternativamente, se puede llevar a cabo la sintesis en un sintetizador de placa de 96 pocillos, tal
como el dispositivo de Protogene (Palo Alto, CA) con una modificacion minima del ciclo.

Opcionalmente se pueden sintetizar por separado partes de los presentes acidos nucleicos para unirlas después de la
sintesis, por ejemplo por ligacion (Moore y col., 1992, Science 256, 9923; Draper y col., Publicacion PCT Internacional
WO 93/23569; Shabarova y col., 1991, Nucleic Acids Research 19, 4247; Bellon y col., 1997, Nucleosides &
Nucleotides, 16, 951; Bellon y col., 1997, Bioconjugate Chem. 8, 204).

Preferentemente, aqui los acidos nucleicos se modifican de forma considerable para mejorar la estabilidad por
modificacién con grupos resistentes a la nucleasa, por ejemplo 2’-amino, 2’-C-alilo, 2'-fluor, 2’-O-metilo, 2’-H (para una
revision al respecto, véase Usman y Cedergren, 1992, TIBS 17, 34; Usman y col., 1994, Nucleic Acids Symp. Ser.
31,163). Las ribozimas se purifican mediante electroforesis en gel utilizando métodos generales o mediante
cromatografia liquida a alta presién (HPLC; véase Wincott y col., supra) y se resuspenden en agua.

Optimizacién de la actividad de los acidos nucleicos

Se puede prevenir la degradacion de los acidos nucleicos con modificaciones (por ejemplo, base, azlcar y/o fosfato)
mediante ribonucleasas séricas y asi aumentar su potencia. En la técnica existen diversos ejemplos que describen
modificaciones de azucar, base y fosfato que se pueden introducir en los acidos nucleicos con un incremento
significativo en su estabilidad frente a nucleasas y de su eficacia. Por ejemplo, los oligonucleétidos se modifican para
aumentar la estabilidad y/o la actividad biolégica por modificacidon con grupos resistentes a la nucleasa, por ejemplo 2’-
amino, 2’-C-alilo, 2'-fluor, 2’-O-metilo, 2’-H, modificaciones de base de nucleétido (para una revision al respecto, véase
Usman y Cedergren, 1992, TIBS. 17, 34; Usman y col., 1994, Nucleic Acids Symp. Ser. 31,163; Burgin y col., 1996,
Biochemistry, 35,14090). En la técnica existen amplias descripciones de modificaciones de azicar de acidos nucleicos
(véase Eckstein y col., Publicacion PCT WO 92/07065; Perrault y col., Nature, 1990, 344, 565-568; Pieken y col.,
Science, 1991, 253, 314-317; Usman y Cedergren, Trends in Biochem. Sci., 1992, 17, 334-339; Usman y col.,
Publicacion PCT WO 93/15187; Sproat, US Pat. 5.334.711 y Beigelman y col., 1995, J. Biol. Chem., 270,25702;
Beigelman y col., Publicacion PCT WO 97/26270; Beigelman y col., Pat US 5.716.824; Usman y col., Pat. US 5.627.053;
Woolf y col., Publicacion PCT WO 98/13526; Thompson y col., US 60/082,404, presentada el 20 de abril de 1998;
Karpeisky y col., 1998, Tetrahedron Lett., 39,1131; Earnshaw y Gait, 1998, Biopolymers (Nucleic acid Sciences), 48, 39-
55; Verma y Eckstein, 1998, Annu. Rev. Biochem., 67, 99-134; y Burlina y col., 1997, Bioorg. Med. Chem., 5, 1999-
2010). Para modificar los acidos nucleicos de la presente solicitud se pueden utilizar modificaciones similares.

Aunque la modificaciéon quimica de enlaces internucleétido de oligonucleétidos con enlaces fosforotioato, fosforotioato
y/o 5’-metilfosfonato mejora la estabilidad, una sobre-abundancia de estas modificaciones puede provocar toxicidad. Por
consiguiente, cuando se disefian los acidos nucleicos, la cantidad de estos enlaces internucleétido ha de evaluarse y
reducirse apropiadamente al minimo. La reduccién de la concentracion de estos enlaces deberia disminuir la toxicidad,
conduciendo a un aumento de la eficacia y a una mayor especificidad de estas moléculas.

Los acidos nucleicos de la solicitud pueden incluir uno o mas nucledtidos G-clamp. Un nucleétido G-clamp es un
analogo de citosina modificado al que las modificaciones confieren la capacidad de unir por puente de hidrégeno tanto
las caras de Watson-Crick como de Hoogsteen de una guanina complementaria con un duplex, véase por ejemplo Lin y
Matteucci, 1998, J. Am. Soc., 120, 8531-8532. Una sustitucién de analogo G-clamp simple dentro de un oligonucleétido
puede conducir a una mejora considerable de la estabilidad térmica helicoidal y una discriminaciéon de
desapareamientos cuando se hibrida en oligonucleétidos complementarios. La inclusion de estos nucleétidos en los
acidos nucleicos de la solicitud conduce a un aumento tanto de la afinidad como de la especificidad con respecto a las
dianas de acido nucleico.
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Los acidos nucleicos de la solicitud pueden incluir uno o mas nucledtidos LNA (locked nucleic acid - acido nucleico
bloqueado) tal como un 2’,4’-C-metilen-biciclo-nucleétido (véase, por ejemplo, Wengel y col., Publicaciones PCT WO
00/66604 y WO 99/14226).

En otra realizacion, la solicitud presenta conjugados y/o complejos de acidos nucleicos dirigidos a un gen R2. Estos
conjugados y/o complejos se pueden utilizar para facilitar el suministro de acidos nucleicos a un sistema bioldgico, por
ejemplo a células. Los conjugados y complejos proporcionados por la presente solicitud pueden impartir actividad
terapéutica mediante el transporte o la transferencia de agentes terapéuticos a un tipo de tejido o célula diana, a través
de las membranas celulares, por la modificacion de la farmacocinética y/o por modulacion del emplazamiento de los
acidos nucleicos de la solicitud. Estos conjugados y/o complejos también se describen mas abajo.

La presente solicitud abarca el disefio y la sintesis de nuevos conjugados y complejos para el suministro de moléculas,
incluyendo, de forma no exclusiva, moléculas pequenias, lipidos, fosfolipidos, nucledsidos, nucleétidos, acidos nucleicos,
anticuerpos, toxinas, polimeros de carga negativa y otros polimeros, por ejemplo proteinas, péptidos, hormonas,
carbohidratos, polietilenglicoles o poliaminas, a través de las membranas celulares. En general, los transportadores
arriba descritos estan disefiados para ser utilizados individualmente o como parte de un sistema multicomponente, con o
sin enlazantes degradables. Se prevé que estos compuestos mejoraran el suministro y/o el emplazamiento de los acidos
nucleicos de la solicitud dentro de una serie de tipos celulares procedentes de diferentes tejidos, en presencia o
ausencia de suero (véase, Sullenger y Cech, Pat. US 5.854.038). Los conjugados de las moléculas aqui descritas se
pueden unir a moléculas biolégicamente activas mediante enlaces biodegradables, por ejemplo moléculas de enlace a
acido nucleico biodegradables.

Tal como se utiliza aqui, el concepto “molécula de enlace a acido nucleico biodegradable” se refiere a una molécula de
acido nucleico que esté disefiada como un enlace biodegradable para conectar una molécula con otra, por ejemplo una
molécula biolégicamente activa. La estabilidad de la molécula de enlace de acido nucleico biodegradable se puede
modular utilizando diferentes combinaciones de ribonucledtidos, desoxirribonucleétidos y nucledtidos modificados
quimicamente, por ejemplo 2’-O-metilo, 2’-fluor, 2’-amino, 2’-O-amino, 2’-C-alilo, 2’-O-alilo y otros nucledtidos 2’-
modificados o modificados en una base. La molécula de enlace de acido nucleico biodegradable puede ser un dimero,
trimero, tetramero o un acido nucleico mas largo, por ejemplo un oligonucleétido de aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o0 20 nucledtidos de longitud, o puede comprender un oligonucledtido simple con
un enlace basado en fésforo, por ejemplo un enlace fosforoamidato o fosfodiéster. La molécula de enlace de acido
nucleico biodegradable también puede comprender modificaciones en el esqueleto de acido nucleico, el azucar del
acido nucleico o la base del acido nucleico. Tal como se utiliza aqui, el término “biodegradable” se refiere a la
degradacion en un sistema bioldgico, por ejemplo degradacidn enzimatica o quimica.

Los agentes de &cido nucleico terapéuticos, tales como las moléculas aqui descritas, suministrados de forma exégena
son optimamente estables dentro de las células hasta que la traduccion del ARN diana haya sido inhibida durante el
tiempo suficiente como para reducir los niveles de la proteina no deseables. Este periodo de tiempo puede variar de
horas a dias, dependiendo del estado de la enfermedad. Estos agentes de acido nucleico han de ser resistentes a las
nucleasas para funcionar como agentes terapéuticos intracelulares efectivos. Las mejoras en la sintesis quimica de los
acidos nucleicos aqui y en la técnica han ampliado la capacidad de modificaciéon de los acidos nucleicos mediante la
introduccién de modificaciones que incrementan su estabilidad frente a las nucleasas tal como se describe mas arriba.

En otro aspecto, los acidos nucleicos comprenden una estructura cap en 5 y/o 3’. El concepto “estructura cap” se refiere
a modificaciones quimicas incorporadas en cualquiera de los dos extremos (véase, por ejemplo, Winclott y col., WO
97/26270). Estas modificaciones terminales protegen al acido nucleico frente a la degradaciéon por exonucleasas y
pueden ayudar al suministro y/o al emplazamiento dentro de una célula. El cap puede estar presente en el extremo 5’
(5’-cap) o en el extremo 3’ (3’-cap) o puede en ambos extremos. En ejemplos no limitativos, el 5’-cap incluye un residuo
no basico invertido (fraccién), 4’,5-metilen-nucledtido; 1-(beta-D-eritrofuranosil)nucledtido, 4’-tio-nucledtido, un
nucleétido carbociclico; 1,5-anhidrohexitol-nucleétido; L-nucleétidos; alfa-nucleétidos; nucleédtido de base modificada;
enlace fosforoditioato; treopentafuranosil-nucleétido; 3’,4’-anhidronucleétido aciclico; 3,4-dihidroxibutil-nucledétido
aciclico; 3,5-dihidroxipentil-nucleétido aciclico; una fraccién de nucledtido 3’,3’-invertida; una fraccién no basica 3’,3-
invertida; una fraccién de nucledtido 3’,2-invertida; fraccion no basica 3’,2-invertida; 1,4-butanodiol-fosfato; 3’-
fosforamidato; hexilfosfato; aminohexilfosfato; 3’-fosfato; 3’-fosforotioato; fosforoditioato; o una fraccion metilfosfonato
puente 0 no puente (para mas detalles, véase Wincott y col., supra). En otros ejemplos no limitativos, el 3’-cap incluye,
por ejemplo, 4’,5’-metilen-nucledtido; 1-(beta-D-eritrofuranosil)-nucledtido; 4’-tio-nucleétido, nucleétido carbociclico; 5'-
aminoalquilfosfato; 1,3-diamino-2-propilfosfato, 3-aminopropilfosfato; 6-aminohexilfosfato; 1,2-aminododecilfosfato;
hidroxipropilfosfato; 1,5-anhidrohexitol-nucleétido; L-nucleétido; alfa-nucledtido; nucledtido de base modificada;
fosforoditioato; treopentofuranosil-nucleétido; 3’,4’-anhidro-nucleétido aciclico; 3,4-dihidroxibutil-nucleétido;  3,5-
dihidroxipentil-nucledétido, una fraccién nucleétido 5’,5'-invertida; fraccién no basica 5,5-invertida; 5’-fosforamidato; 5'-
fosforotioato; 1,4-butanodiolfosfato; 5’-amino; 5-fosforamidato puente o no puente, fosforotioato y/o fosforoditioato,
metilfosfonato puente o no puente y fracciones 5-mercapto (para mas detalles, véase Beaucage e lier, 1993,
Tetrahedron 49, 1925).
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Uso de inhibidores de R2

La presente solicitud también describe métodos para inhibir la proliferaciéon no deseada de una o mas células, por
ejemplo células tumorales o cancerosas o células patdgenas. La solicitud también describe métodos para inhibir o
reducir el crecimiento tumoral y métodos para tratar a un individuo que padece cancer. Estos métodos implican la
administracion al paciente individual de una cantidad eficaz de uno o mas inhibidores de R2 (por ejemplo ARNsi) tal
como se describen mas arriba. La presente solicitud también describe métodos para tratar cancer metastasico y/o para
prevenir las metastasis. Ademas, la presente solicitud describe métodos para tratar un cancer resistente a terapias
tradicionales, por ejemplo con agentes quimioterapéuticos. Determinados métodos estan dirigidos particularmente a
tratamientos terapéuticos y/o profilacticos en animales, mas particularmente en humanos, y, en dichos métodos, se
administra una cantidad terapéuticamente eficaz del inhibidor o los inhibidores de R2 al paciente animal o humano. La
presente invencién proporciona ademas el uso de los inhibidores R2 de la invencion en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de dichas enfermedades.

El término “tratamiento” incluye tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. El concepto “tratamiento profilactico o
terapéutico” es conocido en la técnica e incluye la administracién de una o mas de las composiciones en cuestion al
huésped. Si se administra antes de la manifestacion clinica del estado no deseado (por ejemplo de la enfermedad o de
otro estado no deseado del animal huésped), el tratamiento es profilactico (es decir, protege al huésped contra el
desarrollo del estado no deseado), mientras que si se administra después de la manifestacion del estado no deseado, el
tratamiento es terapéutico (es decir, esta destinado a disminuir, mejorar o estabilizar el estado no deseado existente o
los efectos secundarios del mismo).

Tal como se describe aqui, un tumor o cancer incluye un tumor dentro de un individuo, un xenoinjerto tumoral o un
tumor cultivado in vitro. En particular, los agentes de acido nucleico de la presente solicitud son utiles para tratar o
prevenir un cancer. Los ejemplos de formas de cancer que pueden ser tratadas con los métodos en cuestion incluyen,
de forma no exclusiva, cancer de prostata, cancer de vejiga, cancer de pulmén (incluyendo cancer de células pequefias
o de células grandes), cancer de colon, renal, hepatico, de mama, de cuello uterino, de endometrio u otro cancer
uterino, cancer de ovario, de testiculo, de pene, de vagina, de uretra, de vesicula biliar, de es6fago o de pancreas. Otros
ejemplos de formas de cancer que pueden ser tratadas con los métodos en cuestion incluyen, de forma no exclusiva,
cancer de musculo esquelético o liso, cancer de estdmago, de intestino delgado, de glandulas salivales, de ano, de
recto, de tiroides, de paratiroides, de pituitaria y cancer nasofaringeo. Algunos ejemplos adicionales de formas de
cancer que pueden ser tratadas con los inhibidores de R2 de la presente invencion incluyen canceres que comprenden
células que expresan hedgehog. Otros ejemplos mas de formas de cancer que pueden ser tratadas con los inhibidores
de R2 de la presente solicitud incluyen canceres que comprenden células que expresan R2. En algunos de estos
aspectos, las células normales o no cancerosas del mismo tipo de tejido que las células cancerosas pueden no expresar
la R2 en un nivel detectable mediante las técnicas actuales; por ejemplo, el tejido hepatico normal o los hepatocitos no
expresan niveles detectables de R2, a diferencia de la expresiéon de la R2 en células de carcinoma hepatocito. De
acuerdo con la solicitud, los inhibidores de R2 aqui descritos se pueden utilizar solos o se pueden administrar como
parte de un régimen de tratamiento general que incluye otra terapéutica y/u otras terapias tradicionales o no
tradicionales.

Otros ejemplos de canceres que pueden ser tratados utilizando los acidos nucleicos inhibidores de R2 aqui descritos
incluyen los siguientes: leucemias tales como, de forma no exclusiva, leucemia aguda, lifocitica aguda; leucemias
mielociticas agudas tales como leucemias mieloblasticas, promielociticas, mielomonociticas, monociticas y
eritroleucemias y sindrome mielodisplasico; leucemias cronicas tales como, de forma no exclusiva, leucemia mielocitica
cronica (granulocitica), leucemia lifocitica crénica, leucemia de células pilosas; policitemia vera; linfomas tales como, de
forma no exclusiva, enfermedad de Hodgkin, enfermedad no Hodgkin; mielomas multiples tales como, de forma no
exclusiva, mieloma multiple quiescente, mieloma no secretorio, mieloma osteoesclerético, leucemia de células
plasmaticas, plasmacitoma solitario y plasmacitoma extramedular; macroglobulinemia de Waldenstrém; gammapatia
monoclonal de significancia indeterminada; gammapatia monoclonal benigna; enfermedad de cadena pesada; sarcomas
6seos y de tejido conjuntivo tales como, de forma no exclusiva, sarcoma 6seo, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma
de Ewing, tumor maligno de células gigantes, fibrosarcoma éseo, cordoma, sarcoma periéstico, sarcomas de tejidos
blandos, angiosarcoma (hemangiosarcoma), fibrosarcoma, sarcoma de Kaposi, leiomiosarcoma, liposarcoma,
linfangiosarcoma, neurilemoma, rabdomiosarcoma, sarcoma sinovial; tumores cerebrales tales como, de forma no
exclusiva, glioma, astrocitoma, glioma de tronco encefalico, ependimoma, oligodendroglioma, tumor no glial, neurinoma
acustico, craneofaringioma, meduloblastoma, meningioma, pineocitoma, pineoblastoma, linfoma cerebral primario;
cancer de mama, incluyendo, de forma no exclusiva, adenocarcinoma, carcinoma lobular (células pequeias), carcinoma
intraductal, carcinoma medular de mama, carcinoma mucinoso de mama, carcinoma tubular de mama, carcinoma
papilar de mama, enfermedad de Paget y carcinoma inflamatorio de mama; cancer adrenal tal como, de forma no
exclusiva, feocromocitoma y carcinoma adrenocortical; cancer de tiroides tal como, de forma no exclusiva, carcinoma
papilar o folicular de tiroides, carcinoma medular de tiroides y carcinoma anaplasico de tiroides; cancer de pancreas tal
como, de forma no exclusiva, insulinoma, gastrinoma, glucagonoma, vipoma, tumor secretor de somatostatina y tumor
carcinoide o de células de los islotes; canceres pituitarios tales como, de forma no exclusiva, enfermedad de Cushing’s,
tumor secretor de prolactina, acromegalia y diabetes insipida; carcinomas oculares tales como, de forma no exclusiva,
melanoma ocular tal como melanoma de iris, melanoma coroideo y retinoblastoma; canceres de vagina tales como
carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma y melanoma; cancer de vulva tal como carcinoma de células
escamosas, melanoma, adenocarcinoma y carcinoma de células basales, sarcoma y enfermedad de Paget; canceres
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del cuello del utero tales como, de forma no exclusiva, carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma; canceres de
utero tales como, de forma no exclusiva, carcinoma endometrial y sarcoma uterino; canceres de ovario tales como, de
forma no exclusiva, carcinoma epitelial ovarico, tumor de bajo potencial maligno, tumor de células germinales y tumor de
estroma; canceres de esdfago tales como, de forma no exclusiva, carcinoma escamocelular, adenocarcinoma,
carcinoma adenoide quistico, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma adenoide escamocelular, sarcoma, melanoma,
plasmacitoma, carcinoma verrugoso, y carcinoma y carcinoma avenocelular (de células pequefias); canceres de
estdbmago tales como, de forma no exclusiva, adenocarcinoma, linfoma maligno fungoso (polipoide), ulcerante, de
propagacion superficial, de propagacion difusa, liposarcoma, fibrosarcoma, y carcinosarcoma; canceres de colon;
canceres de recto; canceres de higado tales como, de forma no exclusiva, carcinoma hepatocelular y hepatoblastoma;
canceres de vesicula biliar tales como adenocarcinoma; colangiocarcinomas tales como, de forma no exclusiva, papilar,
nodular y difuso; canceres de pulmoén tales como cancer de pulmoén de células no pequefias, carcinoma de células
escamosas (carcinoma epidermoide), adenocarcinoma, carcinoma de células grandes y cancer de pulmoén de células
pequefias; canceres de testiculo tales como, de forma no limitativa, tumor germinal, seminoma, anaplasico, clasico
(tipico), espermatocitico, no-seminoma, carcinoma embrionario, carcinoma teratoma, coriocarcinoma (tumor de saco
vitelino); canceres de prostata tales como, de forma no exclusiva, adenocarcinoma, leiomiosarcoma vy
rabdomiosarcoma; canceres de pene; canceres de boca tales como, de forma no exclusiva, carcinoma de células
escamosas; carcinomas de células basales; canceres de las glandulas salivales tales como, de forma no exclusiva,
adenocarcinoma, carcinoma mucoepidermoide y carcinoma adenoide quistico; canceres de faringe tales como, de forma
no exclusiva, cancer de células escamosas y verrugoso; canceres de piel tales como, de forma no exclusiva, carcinoma
de células basales, carcinoma de células escamosas y melanoma, melanoma de propagacion superficial, melanoma
nodular, melanoma lentigo maligno, melanoma lentiginoso acral; canceres renales tales como, de forma no exclusiva,
carcinoma de células renales, adenocarcinoma, hipernefroma, fibrosarcoma, carcinoma de células de transicion (pelvis
renal y/o utérer); tumor de Wilms; canceres de vejiga tales como, de forma no exclusiva, carcinoma de células de
transicion, cancer de células escamosas, adenocarcinoma, carcinosarcoma. Ademas, los canceres incluyen
mixosarcoma, sarcoma osteogénico, endotelioma, linfangioendotelioma, mesotelioma, sinovioma, hemangioblastoma,
carcinoma epitelial, cistoadenocarcinoma, carcinoma broncogénico, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de
glandulas sebaceas, carcinoma papilar y adenocarcinomas papilares (para una revisiéon de estas afecciones, véase
Fishman y col., 1985, Medicine, 22 Ed., J. B. Lippincott Co., Philadelphia y Murphy y col., 1997, Informed Decisions: The
Complete Book of Cancer Diagnosis, Treatment, and Recovery, Viking Penguin, Penguin Books U.S.A., Inc., EEUU).

La solicitud también describe métodos para inhibir la proliferacion de células patdgenas, por ejemplo, en un paciente
que sufre una infeccién por células patégenas o en/sobre un objeto (por ejemplo equipos médicos o de laboratorio, una
encimera de cocina o cualquier objeto sometido a contaminacion por patdgenos, etc.) contaminado por células
patégenas. Los agentes patdgenos incluyen, por ejemplo, virus, bacterias, hongos, etc. Existe una amplia informacion
genomica de una gran variedad de agentes patégenos disponible en bases de datos publicas. Dicha informacion
genomica se puede utilizar para disefiar inhibidores de acido nucleico dirigidos a un gen R2 en diversos agentes
patégenos.

Ejemplos de enfermedades causadas por virus a que pueden aplicarse los métodos aqui descritos incluyen: retrovirus
(por ejemplo, virus de la inmunodeficiencia humana, tal como el VIH -1 (también denominado HTLV-III, LAV o HTLV-
III/LAV, véase Ratner, L. y col., Nature, Vol. 313, Pp. 227-284 (1985); Wain Hobson, S. y col., Cell, Vol. 40, pp. 9-17
(1985)); VIH-2 (véase Guyader y col., Nature, Vol. 328, Pp. 662-669 (1987); Publicacion de Patente Europea 0 269 520;
Chakraborti y col., Nature, Vol. 328, Pp. 543-547 (1987); y Publicaciéon de Patente Europea 0 655 501); y otros aislados
tales como VIH-LP (Publicacion Internacional WO 94/00562, "A Novel Human Immunodeficiency Virus"); picornavirus
(por ejemplo, virus de la polio, virus de la hepatitis A, (Gust, L D. y col., Intervirology, Vol. 20, Pp. 1-7 (1983));
enterovirus, virus Coxsackie humano, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por ejemplo cepas que provocan gastroenteritis);
Togaviridae (por ejemplo, virus de la encefalitis equina, virus de la rubeola); Flaviridae (por ejemplo, virus del dengue,
virus de la encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronaviridae (por ejemplo, coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo,
virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejemplo, virus Ebola); Paramyxoviridae (por ejemplo,
virus de la parainfluenza, virus de paperas, virus del sarampion, virus sincicial respiratorio); Orthomyxoviridae (por
ejemplo, virus de la influenza); Bungaviridae (por ejemplo, virus de Hantaan, bungavirus, flebovirus y nairovirus);
Arenaviridae (virus de la fiebre hemorragica); Reoviridae (por ejemplo, reovirus, orbivirus y rotavirus); Bimaviridae;
Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B); Parvoviridae (parvovirus); Papovaviridae (virus del papiloma, virus del polioma);
Adenoviridae (la mayor parte de los adenovirus); Herpesviridae (virus del herpes simplex (HSV) 1 y 2, virus de la
varicela-zoster, citomegalovirus (CMV), virus del herpes); Poxviridae (virus de la variola, virus de la vaccinia, virus de la
viruela); e Iridoviridae (por ejemplo, virus de la peste porcina africana); y virus no clasificados (por ejemplo, los agentes
etiologicos de encefalopatias espongiformes, el agente de hepatitis delta (considerado como un satélite defectuoso del
virus de la hepatitis B), los agentes de la hepatitis no A, no B (clase 1 = transmitido internamente; clase 2 = transmitido
por via parenteral (es decir, hepatitis C); virus Norwalk y virus relacionados y astrovirus).

Ejemplos de bacterias infecciosas incluyen: Helicobacter pylori, Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophilia,
Mycobacterium sps. (por ejemplo, M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae), Staphylococcus
aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes
(Streptococcus del Grupo A), Streptococcus agalactiae (Streptococcus del Grupo B), Streptococcus (grupo viridans),
Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus (anaerobic sps.), Streptococcus pneumoniae,
Campylobacter sp. patogeno, Enterococcus sp., Haemophilus influenzae, Bacillus anthracis, Corynebacterium
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diphtheriae, Corynebacterium sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium tetani, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus
moniliformis, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Leptospira y Actinomyces israelli.

Ejemplos de hongos infecciosos incluyen: Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis, Candida albicans. Otros organismos infecciosos (es decir, protistas)
incluyen: Plasmodium falciparum 'y Toxoplasma gondii.

La informacion genémica (incluyendo secuencias de nucleétidos, secuencias de aminoacidos, informacion de expresion
de proteinas y/o informacion de estructura de proteinas) para diversos microorganismos se puede encontrar en las
bases de datos mantenidas por The Institute for Genomic Research (TIGR) (www.tigr.org) y/o el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov). Ejemplos de bacterias cuya informacion gendmica esta
disponible incluyen, por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens cepa C58 (Cereon) (NC_003062 & NC_003063),
Agrobacterium tumefaciens cepa C58 (U. Washington) (NC_003304 & NC_003305), Aquifex aeolicus (NC_000918),
Bacillus halodurans (NC_002570), Bacillus subtilis (NC_000964), Borrelia burgdorferi (NC_001318), Brucella melitensis
(NC_003317 & NC_003318), Buchnera sp. APS (NC_002528), Campylobacter jejuni (NC_002163), Caulobacter
crescentus --CB15 (NC_002696), Chlamydia muridarum (NC_002620), Chlamydia trachomatis (NC_000117),
Chlamydophila pneumoniae AR39 (NC_002179), Chlamydophila pneumoniae CWL029 (NC_000922), Chlamydophila
pneumoniae J138 (NC_002491), Clostridium acetobutylicum (NC_003030), Clostridium perfringens (NC_003366),
Corynebacterium glutamicum (NC_003450), Deinococcus radiodurans (NC_001263 & NC_001264), Escherichia coli K12
(NC_000913), Escherichia coli 0157:H7 (NC_002695), Escherichia coli 0157:H EDL933 (NC_002655), Fusobacterium
nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586 (NC_003454), Haemophilus influenzae Rd (NC_000907), Helicobacter pylori
26695 (NC_000915), Helicobacter pylori J99 (NC_000921), Lactococcus lactis subsp. lactis (NC_002662), Listeria
innocua (NC_003212), Listeria monocytogenes EGD-e (NC_003210), Mesorhizobium loti (NC_002678), Mycobacterium
leprae  (NC_002677), Mycobacterium tuberculosis CDC1551(NC_002755), Mycobacterium tuberculosis H37Rv
(NC_000962), Mycoplasma genitalium (NC_000908), Mycoplasma pneumoniae (NC_000912), Mycoplasma pulmonis
(NC_002771), Neisseria meningitidis MC58 (NC_003112), Neisseria meningitidis (NC_003116), Nostoc sp.
(NC_003272), Pasteurella multocida (NC_002663), Pseudomonas aeruginosa (NC_002516), Ralstonia solanacearum
(NC_003295 & NC_003296), Rickettsia conorii (NC_003103), Rickettsia prowazekii (NC_000963), Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhi (NC_003198), Salmonella typhi (NC_002305), Salmonella typhimurium LT2 (NC_003197),
Sinorhizobium meliloti (NC_003047), Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 (NC_003923), Staphylococcus aureus
subsp. aureus Mu50 (NC_002758), Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 (NC_002745), Streptococcus
pneumoniae R6 (NC_003098), Streptococcus pneumoniae TIGR4 (NC_003028), Streptococcus pyogenes M1 GAS
(NC_002737), Streptococcus pyogenes MGAS8232 (NC_003485), Streptomyces coelicolor A3(2) (NC_003888),
Synechocystis sp. PCC 6803 (NC_000911), Thermoanaerobacter tengcongensis (NC_003869), Thermotoga maritima
(NC_000853), Treponema pallidum (NC_000919), Ureaplasma urealyticum (NC_002162), Vibrio cholerae (NC_002505
& NC_002506), Xanthomonas axonopodis pv. citri cepa 306 (NC_003919), Xanthomonas campestris pv. campestris
cepa ATCC 33913 (NC_003902), Xylella fastidiosa 9a5¢c (NC_002488), y Yersinia pestis (NC_003143).

Ejemplos de Archaea cuya informacion gendmica esta disponible en TIGR y/o NCBI incluyen, por ejemplo, Aeropyrum
pemix (NC_000854), Archaeoglobus fulgidus (NC_000917), Halobacterium sp. NRC-1 (NC_002607), Methanococcus
jannaschii  (NC_000909), Methanopyrus kandleri AV19 (NC_003551), Methanosarcina acetivorans cepa C2A
(NC_003552), Methanosarcina mazei Goel (NC_003901), Methanothermobacter thermautotrophicus (NC_000916),
Pyrobaculum aerophilum (NC_003364), Pyrococcus abyssi (NC_000868), Pyrococcus furiosus DSM 3638 (NC_003413),
Pyrococcus horikoshii (NC_000961), Sulfolobus solfataricus (NC_002754), Sulfolobus tokodaii (NC_003106),
Thermoplasma acidophilum (NC_002578) y Thermoplasma volcanium (NC_002689).

Eucariotas cuya informaciéon genémica esta disponible en TIGR y/o NCBI incluyen, por ejemplo, Anopheles gambiae,
Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Encephalitozoon cuniculi, Guillardia theta
nucleomorph, Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe.

En TIGR y/o NCBI esta disponible la informacién genémica de mas de 900 especies virales, incluyendo, por ejemplo,
informacion sobre virus delta, retrovirus, satélites, virus de ADNds, virus de ARNds, virus de ADNss, virus de ARNss
cepa negativa, virus de ARNss cepa positiva, bacteriéfagos no clasificados y otros virus no clasificados.

La solicitud también describe métodos para inhibir la proliferacion no deseada de una célula normal (por ejemplo una
célula no cancerosa y/o no patégena). Por ejemplo, una célula normal puede ser una célula necesaria para el
crecimiento del pelo, pudiéndose tratar el crecimiento de pelo no deseado con un método aqui descrito; la proliferacion
no deseada de una célula se puede producir en el crecimiento normal del pelo, en caso de ftricosis, hipertricosis,
hirsutismo o foliculitis incluyendo foliculitis decalvante, foliculitis uleritematosa reticulada, foliculitis queloidea vy
pseudofoliculitis. En otro ejemplo, una célula normal puede ser un inmunocito implicado en una respuesta inmune no
deseable, por ejemplo una respuesta autoinmune, rechazo de transplante, etc. En un ejemplo de realizacién, una célula
normal puede ser una célula T normal, una actividad o proliferacién excesiva de células T provoca una serie de
enfermedades o afecciones, incluyendo: diabetes mellitus, artritis (incluyendo artritis reumatoide, artritis reumatoide
juvenil, osteoartritis y artritis psoriasica), esclerosis multiple, encefalomielitis, miastenia gravis, lupus eritematoso
sistémico, tiroiditis autoinmune, dermatitis (incluyendo dermatitis atdpica y dermatitis eccematosa), psoriasis, sindrome
de Sjrogen, enfermedad de Crohn, Ulcera aftosa, iritis, conjuntivitis, queratoconjuntivitis, diabetes de tipo |,
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enfermedades intestinales inflamatorias, colitis ulcerosa, asma, asma alérgica, lupus eritematoso cutaneo,
esclerodermia, vaginitis, proctitis, alergias medicamentosas, reacciones inversas de lepra, eritema nudoso leproso,
uveitis autoinmune, encefalomielitis alérgica, encefalopatia hemorragica necrosante aguda, hipoacusia neurosensorial
progresiva bilateral idiopatica, anemia aplésica, anemia de gldbulos rojos puros, trombocitopenia idiopatica, policondritis,
granulomatosis de Wegener, hepatitis cronica activa, sindrome de Stevens-Johnson, celiaquia idiopatica, liquen plano,
enfermedad de Graves, sarcoidosis, cirrosis biliar primaria, uveitis posterior, fibrosis pulmonar intersticial, enfermedad
de injerto versus huésped, casos de trasplantes (incluyendo trasplantes utilizando tejidos alogénicos o tejidos
xenogénicos), como trasplantes de médula 6sea, trasplante de higado, o trasplante de cualquier érgano o tejido,
alergias como alergia atdpica y neoplasias de células T tales como leucemias y linfomas.

En determinados aspectos de los métodos aqui descritos se pueden administrar uno o mas inhibidores de acido
nucleico de R2, juntos (simultaneamente) o en momentos diferentes (secuencialmente). Por ejemplo, de acuerdo con
los métodos aqui descritos se pueden utilizar dos 0 mas ARNds, ARNsi, acidos nucleicos enzimaticos o combinaciones
de los mismos.

En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos inhibidores en cuestion de la solicitud de pueden utilizar solos.
Alternativamente, los acidos nucleicos inhibidores en cuestion se pueden administrar en combinacién con otras terapias
contra el cancer, contra agentes patégenos u otras, dirigidas al tratamiento o la prevencién de la proliferacion celular no
deseada. Por ejemplo, estos métodos se pueden utilizar en la prevencion profilactica del cancer, la prevencion de la
recurrencia del cancer y las metastasis después de cirugia, y como adyuvante de otras terapias contra el cancer
convencionales. La presente solicitud reconoce que la eficacia de las terapias contra el cancer convencionales (por
ejemplo quimioterapia, radioterapia, fototerapia, inmunoterapia y cirugia) se puede incrementar mediante el uso de uno
de los agentes de acido nucleico en cuestion. Cuando se utiliza una terapia combinada que comprende un acido
nucleico inhibidor de R2 y otro agente terapéutico, estos agentes terapéuticos se pueden administrar por separado o de
forma conjunta. Las terapias combinadas pueden incluir un acido nucleico inhibidor de R2 y otro agente terapéutico
formulados juntos o administrados como formulaciones independientes.

Se ha demostrado que existe una amplia gama de compuestos convencionales que tienen actividad antineoplasica.
Estos compuestos se han utilizado como agentes farmacéuticos en la quimioterapia para reducir el tamafio de tumores
solidos, prevenir metastasis y crecimientos posteriores o para disminuir la cantidad de células malignas en tumores
malignos leucémicos o de médula ésea. Aunque la quimioterapia es eficaz para el tratamiento de diversos tipos de
tumores malignos, muchos compuestos antineoplasicos inducen efectos secundarios no deseables. Se ha demostrado
que cuando se combinan dos o mas tratamientos diferentes, los tratamientos pueden actuar de forma sinérgica y
permitir la disminucién de la dosis de cada uno de los tratamientos, con lo que se reducen los efectos secundarios
perjudiciales ejercidos por cada compuesto en dosis mas altas. En otros casos, tumores malignos que no responden a
un tratamiento pueden responder a una terapia combinada de dos o mas tratamientos diferentes.

Compuestos farmacéuticos que pueden ser utilizados para la terapia combinatoria, en particular la terapia antitumoral,
incluyen, unicamente a titulo ilustrativo: aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, asparaginasa, BCG, bicalutamida,
bleomicina, buserelina, busulfano, camptotecina, capecitabina, carboplatino, carmustina, clorambucilo, cisplatino,
cladribina, clodronato, colchicina, ciclofosfamida, ciproterona, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, daunorubicina,
dienestrol, dietilestilbestrol, docetaxel, doxorubicina, epirubicina, estradiol, estramustina, etopdsido, exemestano,
filgrastim, fludarabina, fludrocortisona, fluorouracilo, fluoximesterona, flutamida, gemcitabina, genisteina, goserelina,
hidroxiurea, idarubicina, ifosfamida, imatinib, interferén, irinotecan, ironotecan, letrozol, leucovorina, leuprolida,
levamisol, lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato,
mitomicina, mitotano, mitoxantrona, nilutamida, nocodazole, octreotida, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato,
pentostatina, plicamicina, porfimero, procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina, suramina, tamoxifeno,
temozolomida, teniposida, testosterona, tioguanina, tiotepa, dicloruro de titanoceno, topotecan, trastuzumab, tretinoina,
vinblastina, vincristina, vindesina y vinorelbina.

Estos compuestos antitumorales quimioterapéuticos se pueden clasificar por su mecanismo de accién, por ejemplo, en
los siguientes grupos: antimetabolitos/agentes anticancerosos, como analogos de pirimidina (5-fluorouracilo, floxuridina,
capecitabina, gemcitabina y citarabina) y analogos de purina, antagonistas de folato e inhibidores relacionados
(mercaptopurina, tioguanina, pentostatina y 2-clorodesoxiadenosina (cladribina)); agentes antiproliferativos/antimitoticos,
incluyendo productos naturales tales como alcaloides vinca (vinblastina, vincristina y vinorelbina), disruptores de
microtubulos tales como taxano (paclitaxel, docetaxel), vincristina, vinblastina, nocodazol, epotilonas y navelbina,
epidipodofilotoxinas (etopdsido, teniposida), agentes destructores de ADN (actinomicina, amsacrina, antraciclinas,
bleomicina, busulfano, camptotecina, carboplatino, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, cytoxan; dactinomicina,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, hexametilmelamina oxaliplatino, ifosfamida, melfalan, mecloretamina,
mitomicina, mitoxantrona, nitrosourea, plicamicina, procarbazina, taxol, taxotere, teniposida, trietilenotiofosforamida y
etopdsido (VP16)); antibidticos tales como dactinomicina (actinomicina D), daunorubicina, doxorubicina (adriamicina),
idarubicina, antraciclinas, mitoxantrona, bleomicinas, plicamicina (mitramicina) y mitomicina; enzimas L-asparaginasa,
que metabolizan sistémicamente L-asparagina y deprimen las células que no tienen capacidad para sintetizar su propia
asparagina); agentes antiplaquetarios; alquilantes antiproliferativos/antimitéticos tales como mostazas nitrogenadas
(mecloretamina, ciclofosfamida y analogos, melfalan, clorambucilo), etileniminas y metilmelaminas (hexametilmelamina
y tiotepa), alquil sulfonatos-busulfano, nitrosoureas (carmustina (BCNU) y analogos, estreptozocina), tracenos-
dacarbazina (DTIC); antimetabolitos antiproliferativos / antimitéticos tales como analogos de acido félico (metotrexato);
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complejos de coordinacion (cisplatino, carboplatino), procarbazina, hidroxiurea, mitotano, aminoglutetimida; hormonas,
analogos de hormonas (estrogeno, tamoxifeno, goserelina, bicalutamida, nilutamida) e inhibidores de aromatasa
(letrozol, anastrozol); anticoagulantes (heparina, sales de heparina sintéticas y otros inhibidores de trombina); agentes
fibrinoliticos (activador de plasmindgeno tisular, estreptoquinasa y uroquinasa), aspirina, dipiridamol, ticlopidina,
clopidogrel, abciximab; agentes antimigracion; agentes antisecretores (breveldin); inmunosupresores (ciclosporina,
tacrolimus (FK-506), sirolimus (rapamicina), azatioprina, micofenolato mofetil); compuestos antiangiogénicos (TNP-470,
genisteina) e inhibidores de factor de crecimiento (inhibidores del factor de crecimiento endotelial (VEGF), inhibidores
del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)); antagonista de los receptores de la angiotensina, donadores de 6xido
nitrico; oligonucledtidos antisentido; anticuerpos (trastuzumab); inhibidores del ciclo celular e inductores de
diferenciacion (tretinoina); inhibidores de mTOR, inhibidores de topoisomerasa (doxorubicina (adriamicina), amsacrina,
camptotecina, daunorubicina, dactinomicina, eniposida, epirubicina, etopdsido, idarubicina y mitoxantrona, topotecan,
irinotecan), corticosteroides (cortisona, dexametasona, hidrocortisona, metilprednisolona, prednisona y prenisolona);
inhibidores de quinasa de transduccion de sefal de factor de crecimiento; inductores de disfuncién mitocondrial y
activadores de caspasa; y disruptores de cromatina.

Los acidos nucleicos inhibidores de R2 aqui descritos se pueden administrar en combinacién con otros agentes
terapéuticos, incluyendo, por ejemplo, agentes antiinflamatorios, agentes inmunosupresores y/o agentes antiinfecciosos
(por ejemplo compuestos antibidticos, antivirales y/o antimicoéticos, etc.). Los farmacos antiinflamatorios incluyen, por
ejemplo, farmacos antiinflamatorios esteroideos (por ejemplo cortisol, aldosterona, prednisona, metilprednisona,
triamcinolona, dexametasona, desoxicorticosterona y fluorocortisol) y no esteroideos (por ejemplo, ibuprofeno,
naproxeno y piroxicam). Los farmacos inmunosupresores incluyen, por ejemplo, prednisona, azatioprina (Imuran),
ciclosporina (Sandimmune, Neoral), rapamicina, globulina antitimocitica, daclizumab, OKT3 y ALG, micofenolato mofetil
(Cellcept) y tacrolimus (Prograf, FK506). Los antibidticos incluyen, por ejemplo, farmacos sulfa (por ejemplo
sulfanilamida), anélogos de &cido folico (por ejemplo trimetoprima), beta-lactamas (por ejemplo penicilina,
cefalosporinas), aminoglucésidos (por ejemplo estreptomicina, canamicina, neomicina, gentamicina), tetraciclinas (por
ejemplo clorotetraciclina, oxitetraciclina y doxiciclina), macroélidos (por ejemplo eritromicina, azitromicina y claritromicina),
lincosamidas (por ejemplo clindamicina), estreptograminas (por ejemplo quinupristina y dalfopristina), fluoroquinolonas
(por ejemplo ciprofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina), polipéptidos (por ejemplo polimixinas), rifampicina,
mupirocina, cicloserina, aminociclitol (por ejemplo espectinomicina), glicopéptidos (por ejemplo vancomicina) y
oxazolidinonas (por ejemplo linezolid). Los agentes antivirales incluyen, por ejemplo, vidarabina, aciclovir, ganciclovir,
valganciclovir, inhibidores de transcriptasa inversa analoga de nucledsido (por ejemplo ZAT, ddl, ddC, D4T, 3TC),
inhibidores de transcriptasa inversa no nucledsidos (por ejemplo nevirapina, delavirdina), inhibidores de la proteasa (por
ejemplo saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir), ribavirina, amantadina, rimantadina, relenza, tamiflu, pleconaril e
interferones. Los farmacos antimicoticos incluyen, por ejemplo, antimicéticos de polieno (por ejemplo anfotericina y
nistatina), antimicéticos de imidazol (ketoconazol y miconazol), antimicéticos de triazol (por ejemplo fluconazol e
itraconazol), flucitosina, griseofulvina y terbinafina.

Dependiendo de la naturaleza de la terapia combinada, la administracion de los agentes terapéuticos de acido nucleico
de la solicitud puede continuar mientras se administra la otra terapia y/o después de ésta. La administracion de los
agentes terapéuticos de acido nucleico se puede realizar en una sola dosis o en multiples dosis. En algunos casos, la
administracion de los agentes terapéuticos de acido nucleico puede comenzar al menos varios dias antes de la terapia
convencional, mientras que en otros casos la administracién se puede iniciar inmediatamente antes o en el momento de
la administracion de la terapia convencional.

Meétodos de administracion y composiciones

En determinadas realizaciones, la solicitud proporciona composiciones que comprenden un o mas inhibidores de R2
aqui descritos. En determinadas realizaciones, las composiciones son productos farmacéuticos adecuados para el uso
terapéutico en un paciente. En aspectos alternativos, las composiciones son productos no farmacéuticos y no
cosméticos. En general, la diferencia entre un producto cosmético y un producto farmacéutico consiste en que este
ultimo requiere la aprobacién reglamentaria (por ejemplo por la Food and Drug Administration) para ser utilizado en un
humano o animal.

Los métodos para suministrar los inhibidores de R2, en particular los &cidos nucleicos, se pueden basar en métodos
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Akhtar y col., 1992, Trends Cell Bio., 2, 139; y Delivery Strategies for
Antisense Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar, 1995; Sullivan y co., Publicacion PCT WO 94/02595). Estos
protocolos se pueden utilizar modificados o mejorados para el suministro de virtualmente cualquier acido nucleico. Los
acidos nucleicos se pueden administrar a las células mediante diversos métodos conocidos por los especialistas en la
técnica, incluyendo, de forma no exclusiva, encapsulacion en liposomas, por iontoforesis o por incorporacion en otros
vehiculos como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables y microesferas bioadhesivas. Alternativamente,
la combinacion acido nucleico/ vehiculo se suministra localmente mediante inyeccion directa o mediante el uso de una
bomba de infusién. Otras vias de suministro incluyen, de forma no exclusiva, el suministro oral (en forma de pastilla o
pildora) y/o intratecal (Gold, 1997, Neuroscience, 76, 1153-1158). Otros métodos incluyen el uso de diversos sistemas
de transporte y soporte, por ejemplo mediante el empleo de polimeros conjugados y biodegradables. En determinadas
realizaciones, el inhibidor de R2 en cuestion y el vehiculo se combinan y formulan en una forma de dosificacién final
antes de la administracion. En realizaciones alternativas, el inhibidor de R2 en cuestién y el vehiculo se formulan por
separado de modo que se combinaran entre si en el momento de la administracion. Por ejemplo, el inhibidor de R2 en
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cuestion y el vehiculo se pueden guardar en compartimentos independientes de un kit o de un envase de suministro y,
en el momento de la administracion en un lugar deseado o a través de una via deseada, el inhibidor de R2 en cuestién y
el vehiculo se mezclan. Los compartimentos independientes pueden consistir en viales independientes en un kit,
cartuchos separados en una jeringuilla precargada de tipo lapicero para la administracion de medicinas (véase la
Patente US 5.542.760), canulas o compartimentos separados en una jeringuilla, etc.

En determinadas realizaciones, los inhibidores de R2 en cuestion se proporcionan en forma de complejos
supramoleculares que incluyen microparticulas poliméricas o nanoparticulas como vehiculos de suministro. Tal como se
utilizan aqui, los términos “microparticulas” o “nanoparticulas” incluyen microesferas o nanoesferas (esferas uniformes),
microcapsulas o nanocapsulas (que tienen un nucleo y una capa exterior de polimero) y particulas de forma irregular.

La solicitud prevé el uso de polimeros que son preferentemente biodegradables dentro del periodo de tiempo durante el
cual se desea que sea liberado el inhibidor de R2 o relativamente poco después de dicho periodo, en general alrededor
de un afio, mas tipicamente unos meses y de forma todavia mas tipica entre unos dias y unas semanas después. La
biodegradaciéon se puede referir a una desintegracion tanto de las microparticulas, es decir la disociacion de los
polimeros que forman las microparticulas/nanoparticulas, como de los propios polimeros. Esto puede ocurrir como
resultado de un cambio del pH del soporte en el que las particulas son administradas al pH del lugar de liberacién, como
en el caso de las dicetopiperazinas; por hidrdlisis, como en el caso de los poli(hidroxiacidos); por difusiéon de un ion,
como calcio, fuera de la microparticula, como en el caso de las microparticulas o nanoparticulas formadas por union
idnica de un polimero, como alginato; y por accidon enzimatica, como en el caso de muchos de los polisacaridos y
proteinas. En algunos casos puede resultar mas util una liberacion lineal, aunque en otros una liberacion por impulsos o
“liberacion en bolo” puede dar resultados mas efectivos.

Como materiales sintéticos representativos se mencionan dicetopiperazinas, poli(hidroxiacidos) tales como acido
poli(lactico), acido poli(glicdlico) y copolimeros de éstos, polianhidridos, poliésteres tales como poliortoésteres,
poliamidas, policarbonatos, polialquilenos tales como polietileno, polipropileno, poli(etilenglicol), éxido de poli(etileno),
tereftalato de poli(etileno), compuestos polivinilicos tales como alcoholes polivinilicos, éteres polivinilicos, ésteres
polivinilicos, haluros polivinilicos, polivinilpirrolidona, acetato de polivinilo y cloruro de polivinilo, poliestireno,
polisiloxanos, polimeros de acidos acrilicos y metacrilicos, incluyendo poli(metilmetacrilato), poli(etiimetacrilato),
poli(butilmetacrilato), poli(isobutilmetacrilato), poli(hexilmetacrilato), poli(isodecilmetacrilato), poli(lauriimetacrilato),
poli(fenilmetacrilato), poli(metilacrilato), poli(isopropilacrilato), poli(isobutilacrilato), poli(octadecilacrilato), poliuretanos y
copolimeros de los mismos, celulosas, incluyendo alquilcelulosa, hidroxialquilcelulosas, éteres de celulosa, ésteres de
celulosa, nitrocelulosas, metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxibutilmetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato de celulosa, acetato-butirato de celulosa, acetato-ftalato de
celulosa, carboxiletilcelulosa, triacetato de celulosa y sal sddica de sulfato de celulosa, acido poli(butirico), acido
poli(valérico), y poli(lactida-co-caprolactona).

Los polimeros naturales incluyen alginatos y otros polisacaridos, incluyendo dextrano y celulosa, colageno, albumina y
otras proteinas hidréfilas, zeina y otras prolaminas y proteinas hidréfobas, copolimeros y mezclas de los mismos. Tal
como se utiliza aqui, “derivados quimicos de los mismos” se refiere a sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por
ejemplo alquilo, alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones y otras modificaciones realizadas rutinariamente por los expertos
en la técnica.

Los polimeros bioadhesivos incluyen los hidrogeles bioerosionables descritos por H. S. Sawhney, C. P. Pathak y J. A.
Hubell, en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, acidos polihialurénicos, caseina, gelatina, glutina, polianhidridos, acido
poliacrilico, alginato, quitosano y poliacrilatos.

Para consultar un analisis completo sobre estrategias de suministro de farmacos, véase Ho y col., 1999, Curr. Opin. Mol.
Ther., 1, 336-343, y Jain, Drug Delivery Systems: Technologies and Commercial Opportunities, Decision Resources,
1998, y Groothuis y col., 1997, J. NeuroVirol., 3, 387-400. En Sullivan y col., supra, Draper y col., PCT W093/23569,
Beigelman y col., Publicacion PCT WO 99/05094 y Klimuk y col., Publicacion PCT WO 99/04819 se proporcionan
descripciones mas detalladas del suministro y la administracion de acidos nucleicos.

Tal como se utilizan aqui, los términos “administracion parenteral” y “administrado por via parenteral” se refieren a
formas de administracion diferentes a la administracion enteral y topica, normalmente mediante inyeccion, e incluyen,
sin limitacién, la inyeccidon e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal e intraesternal, y la administracion arterial intrahepatica (incluyendo inyeccion intrahepatica
e infusién intrahepatica).

Tal como se utilizan aqui, los términos “administracion sistémica” y “administrado por via sistémica” y “administracion
periférica” y “administrado por via periférica” se refiere a la administraciéon de un compuesto, farmaco u otro material de
un modo diferente a la administracion directa en el sistema nervioso central, de modo que entra en el sistema del
paciente y, en consecuencia, se somete al metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo la administracién
subcutanea.
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En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos en cuestion (por ejemplo constructos de ARNi y acidos nucleicos
enzimaticos) de la presente solicitud se formulan con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estos agentes
terapéuticos se pueden administrar solos 0 como un componente de una formulaciéon (composicién) farmacéutica. Los
agentes se pueden formular para la administracién de cualquier modo conveniente para el uso en la medicina humana o
veterinaria. Las composiciones también pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como
lauril-sulfato de sodio y estearato de magnesio, y también agentes colorantes, agentes de desmoldeo, productos de
revestimiento, edulcorantes, saborizantes y aromatizantes, conservantes y antioxidantes.

Las formulaciones de los acidos nucleicos en cuestidn incluyen aquellas adecuadas para la administracion sistémica,
local, oral, nasal, tépica, parenteral, rectal y/o intravaginal. Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en
forma de dosis unitarias y se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica
farmacéutica. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material vehiculo para producir una
forma de dosificacion simple variara en funcion del huésped que esté siendo tratado y del modo de administracion
particular. La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material vehiculo para producir una forma de
dosificacion simple sera generalmente la cantidad del compuesto que produce un efecto terapéutico.

En determinadas realizaciones, los métodos para preparar estas formulaciones o composiciones incluyen la
combinacién de otro tipo de agente terapéutico o antiinfeccioso y un vehiculo y, opcionalmente, uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se pueden preparar con un vehiculo liquido o sélido finamente dividido o
ambos, y en caso necesario después se puede conformar el producto.

Las formulaciones para la administracién oral se pueden presentar en forma de capsulas, sellos, pildoras, tabletas,
comprimidos para chupar (utilizando una base aromatizada, normalmente sacarosa y goma arabiga o tragacanto),
polvos, granulos, o como una solucion o suspensién en un liquido acuoso o no acuoso, o0 como una emulsién de aceite
en agua o de agua en aceite, 0 como un elixir o jarabe, o como pastillas (utilizando una base inerte, como gelatina y
glicerina, o como sacarosa y goma arabiga) y/o como enjuagues bucales y similares, que contienen en cada caso una
cantidad predeterminada de un agente terapéutico del acido nucleico en cuestién como ingrediente activo.

En las formas de dosificacion sélidas para administracion oral (capsulas, tabletas, pildoras, grageas, polvos, granulos y
similares), uno 0 mas agentes terapéuticos del acido nucleico de la presente solicitud se pueden mezclar con uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables, tal como citrato de sodio o fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los siguientes
ingredientes: (1) materiales de relleno o cargas, como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico;
(2) aglutinantes, por ejemplo carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma arabiga; (3)
humectantes, como glicerol; (4) agentes desintegrantes, como agar-agar, carbonato de calcio, almidon de patata o
tapioca, acido alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de solucién, como parafina;
(6) aceleradores de absorcién, como compuestos de amonio cuaternarios; (7) agentes humectantes, por ejemplo alcohol
cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, como caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, como talco,
estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril-sulfato de sodio y mezclas de éstos; y (10)
agentes colorantes. En el caso de las capsulas, tabletas y pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden
incluir agentes tampoén. También se pueden utilizar composiciones sélidas de tipo similar como materiales de relleno en
capsulas de gelatina blanda y dura empleando excipientes tales como lactosa o azucares lacteos, y también
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademés del ingrediente activo, las formas de
dosificacion liquida pueden contener los diluyentes inertes utilizados cominmente en la técnica, como agua u otros
disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo,
acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular aceites de
algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres
de acido graso de sorbitano y mezclas de los mismos. Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones para la
administracion oral también pueden incluir adyuvantes tales como humectantes, emulsionantes y agentes de
suspension, edulcorantes, saborizantes, colorantes, aromatizantes y conservantes.

Ademas de los compuestos activos, las suspensiones pueden contener agentes de suspension tales como alcoholes
isoestearilicos etoxilados, polioxietilen-sorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina, metahidréxido de
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto y mezclas de los mismos.

Los usos y las composiciones de la solicitud se pueden administrar por via topica, en la piel o en membranas mucosas
tales como las del cuello uterino y la vagina. Este es el mejor modo de realizar un suministro directo ante una
proliferacion celular no deseada localizada en la piel o en membranas mucosas con la menor posibilidad de inducir
efectos secundarios. Las formulaciones para la administracion tépica pueden incluir ademas uno o mas de una gran
variedad de agentes conocidos por ser promotores eficaces de la penetracion en la piel o el estrato cérneo. Estos son,
por ejemplo, en 2-pirrolidona, N-metil-2-pirrolidona, dimetilacetamida, dimetilformamida, propilenglicol, alcohol metilico o
isopropilico, sulfoxido de dimetilo y azona. También se pueden incluir otros agentes adicionales para hacer que la
formulacion sea cosméticamente aceptable, por ejemplo grasas, ceras, aceites, tintes, fragancias, conservantes,
estabilizadores y agentes tensioactivos. Ademas se pueden incluir agentes queratoliticos tales como los conocidos en la
técnica, por ejemplo acido salicilico y azufre.
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Las formas de dosificaciéon para la administracion topica o transdérmica incluyen polvos, pulverizaciones, unglentos,
pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches, composiciones de inhalacion. Los acidos nucleicos en cuestion se
pueden mezclar bajo condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y con cualquier conservante,
tampdn o propelente que sea necesario. Los unguentos, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de una
molécula del acido nucleico en cuestion, excipientes tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas,
almidon, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonita, acido silicico, talco y 6xido de zinc, o
mezclas de los mismos.

Los polvos y pulverizaciones pueden contener, ademas de un agente terapéutico del acido nucleico en cuestion,
excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o
mezclas de estas sustancias. Los pulverizadores pueden contener adicionalmente los propelentes usuales, tales como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no sustituidos como butano y propano.

Las formulaciones adecuadas para inhalacién también estan descritas y dichas formulaciones pueden utilizarse para el
suministro pulmonar, que se puede localizar en el sistema pulmonar o ser sistémico. Ejemplos de dispositivos
farmacéuticos para el suministro pulmonar incluyen inhaladores dosificadores (metered dose inhaler - MDI)) e
inhaladores de polvo seco (dry powder inhaler - DPI)). Por ejemplo, en las Patentes US 5.756.353, 5.858.784; y las
solicitudes PCT WO 98/31346; WO 98/10796; WO 00/27359; WO 01/54664; y WO 02/060412, se describen ejemplos de
sistemas de suministro por inhalacion que se pueden adaptarse para el suministro del inhibidor de R2 en cuestién y/o al
principio activo. En las Patentes US 6.294.153, 6.344.194, 6.071.497, la Publicacion de Solicitud de Patente US
2004/0063654 vy las solicitudes PCT WO 02/066078, WO 02/053190, WO 01/60420, WO 00/66206 se describen otras
formulaciones de aerosol que pueden ser utilizadas para suministrar el inhibidor de la R2 y/o el principio activo.

Los inhaladores dosificadores (MDI) a presion son los inhaladores mas utilizados en todo el mundo. El aerosol se crea
cuando se abre una valvula (normalmente presionando hacia abajo la valvula propelente) que permite que el propelente
liquido salga pulverizado desde el recipiente. Tipicamente, un farmaco o un agente terapéutico esta suspendido en
pequenas particulas (normalmente de unas micras de diametro) en el liquido propelente, pero en algunas formulaciones
el farmaco o el agente terapéutico puede estar disuelto en el propelente. El propelente se evapora rapidamente cuando
el aerosol sale del dispositivo, lo que deja pequefias particulas de farmaco o de agente terapéutico que son inhaladas.
Los propelentes utilizados tipicamente en estos MDI incluyen, de forma no exclusiva, hidrofluoroalcanos (HFA). También
se puede utilizar un agente tensioactivo, por ejemplo, para formular el farmaco o agente terapéutico con los MDI.
Ademas se pueden emplear otros disolventes o excipientes con los MDI, tales como etanol, acido ascorbico,
metabisulfato de sodio, glicerina, clorobutanol y cloruro de cetilpiridinio. Estos MDI pueden incluir ademas dispositivos
adicionales tales como, por ejemplo, distanciadores, camaras de retencién y otras modificaciones.

El tercer tipo de inhalador es el inhalador de polvo seco (DPI). En los DPI, el aerosol consiste normalmente en un polvo
contenido dentro del dispositivo hasta el momento de su inhalacién. El agente terapéutico o farmaco se produce en
forma de polvo como particulas pequefias (normalmente con un diametro de unas millonésimas de metro o
micrémetros). En muchos DPI, el farmaco o agente terapéutico se mezcla con particulas de azicar mucho mas grandes
(por ejemplo monohidrato de lactosa), que tienen tipicamente un diametro de 50-100 micrometros. Las mayores fuerzas
aerodinamicas en los aglomerados de lactosa/farmaco mejoran el arrastre de las particulas de farmaco durante la
inhalacién, ademas de facilitar el llenado de pequefias dosis de polvo individuales. Durante la inhalacion, el polvo se
descompone en sus particulas constituyentes con ayuda de la turbulencia y/o de dispositivos mecénicos tales como
tamices o superficies giratorias sobre las que impactan los aglomerados de particulas, dejando las pequefias particulas
de polvo de farmaco individuales en el aire para que sean inhaladas al pulmén. Normalmente esta previsto que las
particulas de azucar se queden en el dispositivo y/o en la boca-garganta.

Un aspecto de la solicitud proporciona una composicion en aerosol que comprende un inhibidor de R2. Una composicién
en aerosol puede ser aquella que comprende un inhibidor de R2 en aerosol o una composicién que comprende un
inhibidor de R2 en una formulacién adecuada para ser administrada en forma de aerosol. El inhibidor de R2 se puede
formular en combinacién con cualquier principio activo adicional, siendo adecuada la formulacién de combinacién para
tener forma de aerosol. Alternativamente, el inhibidor de R2 y un principio activo adicional se pueden formular por
separado, de modo que se combinen después de tener forma de aerosol o después de haber sido administrados a un
sujeto.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion parenteral pueden comprender uno o mas agentes
de acido nucleico en combinacién con una o mas soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones acuosas o no
acuosas, isotonicas y estériles, farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden ser reconstituidos en
soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso,los cuales pueden contener antioxidantes,
tampones, bacteriostatos, solutos que vuelven la formulacion isoténica con la sangre del receptor previsto o agentes de
suspensién o espesantes. Ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos que se pueden emplear en las composiciones
farmacéuticas de la solicitud incluyen agua, etanol, polioles (como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y
mezclas adecuadas los mismos, aceites vegetales, como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, como oleato
de etilo. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, empleando materiales de revestimiento, como lecitina,
manteniendo el tamafo de particula requerido en el caso de las dispersiones y empleando agentes tensioactivos.
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Estas composiciones también pueden contener adyuvantes tales como agentes conservantes, humectantes,
emulsionantes y dispersantes. La prevencion de la accidn de microorganismos se puede asegurar mediante la inclusion
de diversos agentes antibacterianos y antimicéticos, por ejemplo parabeno, clorobutanol, acido soérbico, fenol y
similares. También puede ser deseable incluir en la composicion agentes isoténicos, como azucares, cloruro de sodio y
similares. Ademas se puede provocar una absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la
inclusion de agentes que retrasan la absorcion, tal como monoestearato de aluminio y gelatina.

Se pueden producir formas de depdsito inyectables mediante la formacion de matrices microencapsuladas de uno o
mas agentes de acido nucleico en polimeros biodegradables, tales como polilactida-poliglicolida. La velocidad de
liberacion del farmaco se puede controlar en funcion de la proporcidn entre el farmaco y el polimero y de la naturaleza
del polimero particular empleado. Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y
poli(anhidridos). También se preparan formulaciones inyectables de depdsito encerrando el farmaco en liposomas o
microemulsiones compatibles con el tejido corporal.

Las formulaciones para la administracion intravaginal o rectal se puede presentar en forma de supositorios, los cuales
se pueden preparar mezclando uno o mas compuestos de la solicitud con uno o mas excipientes o vehiculos no
irritantes adecuados, incluyendo, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, ceras para supositorios o salicilatos, y
que son solidos a temperatura ambiente pero liquidos a la temperatura corporal y, en consecuencia, se funden en el
recto o la cavidad vaginal, liberando el compuesto activo.

En determinadas realizaciones, los &acidos nucleicos de la presente solicitud se formulan con un agente
farmacéuticamente aceptable que permite la distribucion eficaz de los acidos nucleicos en el lugar fisico mas adecuado
para su actividad deseada. Algunos ejemplos no limitativos de estos agentes farmacéuticamente aceptables incluyen:
PEG, fosfolipidos, fosforotioatos, inhibidores de la P-glicoproteina (como Pluronic P85) que pueden mejorar la entrada
de los farmacos en diversos tejidos, polimeros biodegradables tales como microesferas de poli(DL-lactida-coglicolida)
para un suministro de liberacion prolongada después de un implante (Emerich, DF y col., 1999, Cell Transplant, 8,47-58)
y nanoparticulas cargadas, tales como las producidas a partir de polibutilcianoacrilato, que pueden suministrar los
farmacos a través de la barrera hematoencefalica y pueden modificar el mecanismo de absorcion neuronal (Prog
Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 23, 941-949,1999).

En otras realizaciones, ciertos acidos nucleicos determinados de la presente solicitud se pueden expresar dentro de
células promotoras eucariotas (por ejemplo Izant y Weintraub, 1985, Science, 229, 345; McGarry y Lindquist, 1986,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA 83, 399; Scanlon y col., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 10591-5; Kashani-Sabet y col.,
1992, Antisense Res. Dev., 2, 3-15; Dropulic y col., 1992, J. Virol., 66, 1432-41; Weerasinghe y col., 1991, J. Virol., 65,
5531-4; Ojwang y col., 1992, Proc. Natl. Acid. Sci. USA, 89,10802-6; Chen y col., 1992, Nucleic Acids Res., 20,4581-9;
Sarver y col., 1990 Science, 247, 1222-1225; Thompson y col., 1995, Nucleic Acids Res., 23, 2259; Good y col., 1997,
Gene Therapy, 4, 45). Los expertos en la técnica saben que cualquier acido nucleico puede ser expresado en células
eucariotas a partir del vector de ADN/ARN adecuado. La actividad de estos acidos nucleicos se puede aumentar
mediante su liberacion desde el transcripto primario mediante un acido nucleico enzimatico (Draper y col., PCT WO
93/23569 y Sullivan y col.,, PCT WO 94/02595; Ohkawa y col., 1992, Nucleic Acids Symp. Ser., 27, 15-6; Taira y col.,
1991, Nucleic Acids Res., 19, 5125-30; Ventura y col., 1993, Nucleic Acids Res., 21, 3249-55; Chowrira y col., 1994, J.
Biol. Chem., 269, 25856; todas estas referencias estan incorporadas aqui integramente por referencia). Blesch y col.,
2000, Drug News Perspect., 13, 269-280; Peterson y col., 2000, Cent. Nerv. Syst. Dis., 485-508; Peel y Klein, 2000, J.
Neurosci. Methods, 98, 95-104; Hagihara y col., 2000, Gene Ther., 7, 759-763; y Herrlinger y col., 2000, Methods Mol.
Med., 35, 287-312, han descrito métodos de terapia genética especifica para el SNC. Ademas, Kaplitt y col., Pat. US
6.180.613, han descrito el suministro de acido nucleico mediado por AAV a células del sistema nervioso.

En otro aspecto de la solicitud, las moléculas de ARN de la presente solicitud se expresan preferentemente desde
unidades de transcripcion (véase, por ejemplo, Couture y col., 1996, TIG., 12, 510) insertadas en vectores de ADN o
ARN. Los vectores recombinantes son preferentemente plasmidos de ADN o vectores virales. Se pueden construir
ribozimas que expresan vectores virales basadas, de forma no exclusiva, en virus adenoasociados, retrovirus,
adenovirus o alfavirus. Preferentemente, los vectores recombinantes capaces de expresar los acidos nucleicos se
suministran tal como se describe mas arriba y persisten en las células diana. Alternativamente, se pueden utilizar
vectores virales que proporcionan una expresion transitoria de los acidos nucleicos. Estos vectores se pueden
administrar de forma reiterada en la medida necesaria. Una vez expresado, el acido nucleico se une al ARNm diana. El
suministro de vectores que expresan acidos nucleicos puede ser sistémico, por ejemplo por administracion intravenosa
o intramuscular, por administracién a células diana de explante del paciente seguida de reintroduccién en el paciente, o
mediante cualquier otro medio que permita la introduccion en la célula diana deseada (para una revision al respecto,
véase Cuture y col., 1996, TIG., 12, 510).

En un aspecto, la solicitud prevé un vector de expresién que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica
al menos uno de los &cidos nucleicos de la presente solicitud. La secuencia de acidos nucleicos esta enlazada
funcionalmente de modo que permite la expresion del &cido nucleico de la solicitud. Por ejemplo, la invencion presenta
un vector de expresion que comprende: a) una region de iniciacion de transcripcion (por ejemplo regiéon de iniciacion
eucariota pol I, Il o lll); b) una regién de terminacion de transcripcion (por ejemplo region de terminacion eucariota pol |,
Il o Ill); c) una secuencia de acidos nucleicos que codifican al menos uno de los catalizadores de acido nucleico de la
presente solicitud; estando dicha secuencia enlazada funcionalmente con dicha regién de iniciacion y dicha region de
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terminacion de modo que permite la expresion y/o el suministro de dicho acido nucleico. El vector puede incluir
opcionalmente un marco de lectura abierta (open reading frame - ORF) para una proteina enlazada funcionalmente en
el extremo 5’ o el extremo 3’ de la secuencia que codifica el catalizador de acido nucleico de la solicitud; y/o un intrén
(secuencia intercalada).

En determinadas realizaciones que incluyen acidos nucleicos bicatenarios, las dos cadenas se pueden expresar por
separado y después hibridarse en una célula. Esta expresion separada puede tener lugar a través de constructos de
expresion independientes o a través de un Unico constructo de expresion. Alternativamente, las dos cadenas se pueden
expresar juntas. Por ejemplo, las dos cadenas de un ARN en horquilla se pueden expresar juntas.

Independientemente de la via de administracion elegida, los inhibidores de R2 de la presente solicitud, que se pueden
utilizar en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente solicitud se formulan en
formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables tal como se describe mas abajo o mediante otros métodos
convencionales.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencion se pueden variar para obtener la cantidad eficaz del ingrediente activo para lograr la respuesta terapéutica
deseada en un paciente, la composicién y la forma de administracion en particular, sin que sean toxicos para el
paciente.

El nivel de dosificacion elegido dependera de diversos factores, incluyendo la actividad del inhibidor de R2 de la
presente solicitud empleado en particular, o del éster, sal o amida del mismo, la via de administracién, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecidon del compuesto particular empleado, la duracion del tratamiento, otros
farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacion con el inhibidor de R2 particular empleado, la edad, el
sexo, el peso, el estado, la salud general y el historial médico previo del paciente tratado, y factores similares bien
conocidos en la ciencia médica.

El médico o veterinario determinara y prescribira faciimente la cantidad efectiva de la composicién requerida. Por
ejemplo, el médico o veterinario podria comenzar con dosis de los inhibidores de R2 de la solicitud empleados en la
composicion farmacéutica en niveles inferiores a los necesarios para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar
gradualmente la dosis hasta lograr el efecto deseado.

En general, una dosis diaria adecuada de un inhibidor de R2 de la solicitud sera la cantidad del compuesto que se
corresponda con la dosis mas baja eficaz para producir un efecto terapéutico. Esta dosis eficaz dependera
generalmente de los factores arriba descritos. En general, las dosis intravenosas, intracerebro-ventriculares y
subcutaneas en un paciente oscilaran entre aproximadamente 0,0001 y aproximadamente 100 mg por kilogramo de
peso corporal al dia.

Si asi se desea, la dosis diaria eficaz del compuesto activo se puede administrar en forma de dos, tres, cuatro, cinco,
seis 0 mas subdosis administradas por separado a intervalos apropiados a lo largo del dia, opcionalmente en formas de
dosificacién unitaria.

Las formulaciones farmacéuticas de la presente solicitud también incluyen composiciones veterinarias, por ejemplo
preparaciones farmacéuticas de inhibidores de R2 adecuadas para uso veterinario, para el tratamiento de ganado o
animales domésticos, por ejemplo perros. El paciente receptor de este tratamiento es cualquier animal que lo necesite,
incluyendo primates, en particular humanos, y otros mamiferos no humanos tales como equinos, reses, cerdos; y aves
de corral y animales domésticos en general.

Los inhibidores de R2 también se pueden formular para usos no farmacéuticos, por ejemplo como desinfectantes para
eliminar agentes patdgenos de cualquier objeto contaminado con patégenos, o para utilizarlos como cosméticos para
eliminar un crecimiento de pelo no deseado. Una composicién cosmética se puede formular de modo similar a
determinadas composiciones farmacéuticas (por ejemplo como locién, ungiento, pelicula, parche, etc.) aqui descritas.

Los inhibidores de R2 tales como los constructos de ARNi de la solicitud, también se pueden mezclar, encapsular,
conjugar o asociar de otro modo con otras moléculas, estructuras moleculares o mezclas de compuestos, por ejemplo
liposomas, polimeros, moléculas dirigidas a receptores, formulaciones orales, rectales, topicas o de otro tipo, para
ayudar a la incorporacion, distribuciéon y/o absorcion. Los constructos de ARNi en cuestién se pueden suministrar en
formulaciones que también incluyen promotores de penetracion, compuestos vehiculo y/o agentes de transfeccion.

Patentes de Estados Unidos representativas que describen la preparacion de dichas formulaciones que ayudan a la
incorporacion, distribucion y/o absorcidon y que pueden ser adaptadas para el suministro de constructos de ARNi, en
particular moléculas de ARNSsi, incluyen, de forma no exclusiva, US 5.108.921; 5.354.844; 5.416.016; 5.459.127;
5.521.291; 51543.158; 5.547.932; 5.583.020; 5.591.721; 4.426.330; 4.534.899; 5.013.556; 5.108.921; 5.213.804;
5.227.170; 5.264.221; 5.356.633; 5.395.619; 5.416.016; 5.417.978; 5.462.854; 5.469.854; 5.512.295; 5.527.528;
5.534.259; 5.543.152; 5.556.948; 5.580.575; y 5.595.756.

Los constructos de ARNi de la solicitud también incluyen cualquier sal, éster, o sal de éster farmacéuticamente
aceptable o cualquier otro compuesto que, al ser administrado a un animal, incluyendo humanos, es capaz de
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proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito bioldgicamente activo o un residuo del mismo. Por consiguiente, la
descripcion también se refiere a constructos de ARNi y sales farmacéuticamente aceptables de ARNSsi, sales
farmacéuticamente aceptables de estos constructos de ARNi y otros bioequivalentes.

Las sales de adicién de una base farmacéuticamente aceptables se forman con metales o aminas, tales como metales
alcalinos y alcalinotérreos o aminas organicas. Metales utilizados como cationes son, por ejemplo, sodio, potasio,
magnesio, calcio y similares. Aminas adecuadas son, por ejemplo, N,N-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, diciclohexilamina, etilendiamina, N-metilglucamina, y procaina (véase, por ejemplo, Berge y col.,
"Pharmaceutical Salts," J. of Pharma Sci., 1977, 66,1-19). Las sales de adicién de una base de dichos compuestos
acidos se preparan poniendo en contacto la forma de acido libre con una cantidad suficiente de la base deseada para
producir la sal de modo convencional. La forma de acido libre se puede regenerar poniendo en contado la forma de sal
con un acido y aislando el acido libre de modo convencional. Las formas de acido libre se diferencian algo de sus
formas de sal respectivas en determinadas propiedades fisicas, como la solubilidad en disolventes polares, pero, por lo
demas, las sales son equivalentes a su acido libre respectivo para los fines de la presente invencién. Tal como se utiliza
aqui, el concepto “sal de adicion de acido” incluye una sal farmacéuticamente aceptable de una forma de acido de uno
de los componentes de la composicién de la invencion. Estas incluyen sales de acidos organicos o inorganicos de las
aminas. Algunas sales de acido preferentes son clorhidratos, acetatos, salicilatos, nitratos y fosfatos. Los expertos en la
técnica conocen bien otras sales farmacéuticamente aceptables adecuadas, incluyendo sales basicas de diversos
acidos inorganicos y organicos.

En el caso de los ARNSsi, ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, de forma no exclusiva, (a) sales
formadas con cationes tales como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y
espermidina, etc.; (b) sales de adicién de acido formadas con acidos inorganicos, por ejemplo los acidos clorhidrico,
bromhidrico, sulfdrico, fosférico, nitrico y similares; (c) sales formadas con acidos organicos tales como, por ejemplo, los
acidos acetico, oxalico, tartarico, succinico, maleico, fumarico, glucénico, citrico, malico, ascdorbico, benzoico, tanico,
palmitico, alginico, poliglutamico, naftalenosulfénico, metanosulfénico, p-toluensulfénico, naftalenodisulfénico,
poligalacturénico y similares; y (d) sales formadas a partir de aniones elementales como cloruro, bromuro y yoduro.

Un ejemplo de composicion comprende un constructo de ARNi mezclado con un sistema de suministro, tal como un
sistema de liposomas, opcionalmente incluyendo un excipiente aceptable. En determinadas realizaciones, la
composicion se formula para la administracion tépica, por ejemplo para infecciones por el virus del herpes.

En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos en cuestion se suministran utilizando vehiculos poliméricos. El
vehiculo polimérico puede formar una microparticula con uno o mas de los acidos nucleicos en cuestién. En
determinadas realizaciones, en particular cuando se desea una administracion sistémica, las nanoparticulas pueden
tener un tamafio de aproximadamente 10 nm, 20 nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm, 60 nm, 70 nm, 80 nm, 90 nm, 100 nm, 120
nm, 150 nm, 200 nm o mas de diametro. En determinadas realizaciones, las nanoparticulas pueden tener un tamafo de
aproximadamente 10-120 nm, 10-100 nm, 50-120 nm, 50-100 nm, 10-70 nm, 50-70 nm o aproximadamente 50 nm de
diametro. En determinadas realizaciones, las nanoparticulas comprenden ciclodextrina. En realizaciones particulares,
las nanoparticulas comprenden copolimeros de ciclodextrina, por ejemplo los copolimeros de ciclodextrina linealizados
descritos en la Patente US 6.509.323 y la Publicacion de Solicitud de Patente US 2002/0151523, y polimeros basados
en ciclodextrina tal como los descritos en las Publicaciones de Solicitud de Patente US 2004/0077595 y 2004/0109888.
En realizaciones particulares, la ciclodextrina esta modificada, por ejemplo con un grupo terminal funcionalizado tal
como el CDP-im aqui descrito, por ejemplo el representado en las Figuras 27 y 42. En determinadas realizaciones, los
acidos nucleicos se suministran utilizando complejos de inclusion tales como los descritos en las Publicaciones de
Solicitud de Patente US 2003/0008818, 2003/0017972 y 2004/0063654. En determinadas realizaciones, el sistema de
suministro o vehiculo puede incluir adicionalmente uno o mas modificadores o componentes modificadores, por ejemplo
un modificador que puede cambiar la quimica superficial de una microparticula. EI modificador puede ser un
componente anionico. EI modificador puede ser un ligando dirigido a determinados tejidos o tipos de células, tal como se
describe mas abajo. El modificador puede ser una molécula de polietilenglicol (PEG), por ejemplo una molécula de
PEG5000.

En determinadas realizaciones, los inhibidores de R2 o las composiciones farmacéuticas de los mismos se pueden
asociar con uno o mas ligandos eficaces para unirse a proteinas de la superficie celular especificas o a una matriz
especifica de la célula diana, facilitando asi la secuestracion del complejo en las células diana, en algunos casos
aumentando la absorcion del constructo de ARNi por la célula. Simplemente a titulo ilustrativo, la siguiente Tabla
muestra una lista de ejemplos de ligandos adecuados para dirigir los complejos supramoleculares y liposomas tal como
se definen aqui a ciertos tipos de célula especificos.

Tabla 9 Ligandos adecuados para el suministro dirigido a diversos tipos de células

Ligando Receptor Tipo de célula
Folato Receptor folato Carcinomas epiteliales, citoblastos de médula
Osea
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Ligando

Receptor

Tipo de célula

Vitaminas solubles en
agua

Receptor vitamina

Diversas células

Piroxidil fosfato

CD4

CD4 + linfocitos

Apoliproteinas

LDL

Hepatocitos, células endoteliales vasculares

Insulina Receptor de insulina

Transferrina Receptor transferrina Células endoteliales

Galactosa Receptor de Hepatocitos
asialoglicoproteinas

Sialil-Lewisy E, P selectina Células endoteliales activadas

Mac-1 L selectina Neutrdfilos, leucocitos

VEGF Flk-1,2 Células epiteliales tumorales

FGF basico Receptor de FGF Células epiteliales tumorales

EGF Receptor de EGF Células epiteliales

VCAM-1 asbq integrina Células endoteliales vasculares

ICAM-1 a_b, integrina Células endoteliales vasculares

PECAM-1/CD31 Células endoteliales vasculares, plaquetas

activadas

a,bs integrina

Células endoteliales y células de musculos lisos
en placas ateroscleroéticas

Osteopontina ab integrina

a\bs integrina

Células endoteliales tumorales, células vasculares
de musculos lisos

Secuencias RGD aybs integrina

VIH GP 120/41 o CD4 CD4 + linfocitos

GP120

En determinadas realizaciones, los inhibidores de R2 o las composiciones farmacéuticas de éstos se pueden asociar a
uno o mas ligandos dirigidos que incluyen galactosa. Los ligandos que comprenden galactosa incluyen, por ejemplo,
lactosa y moléculas similares. El receptor de asialoglicoproteina hepatica (ASGPR) es una lectina de tipo C que se
expresa sobre la superficie de los hepatocitos. El ASGPR se une a glicoproteinas con R-D-galactosa terminal (Gal) o N-
acetilgalactosamina (Gal-NAc). La afinidad de ligandos por el ASGPR depende del tipo (Gal frente a GalNAc), el niumero
(tetraantenario > triantenario » biantenario » monoantenario) y la disposicion de los residuos multiantenarios. Cada
subunidad del polipéptido del ASGPR (el humano es un tetramero) puede unir un Gal o GalNAc terminal simple.

La solicitud también describe y utiliza un vehiculo de suministro que es adecuado para el suministro especifico al higado
de un agente terapéutico, tal como un acido nucleico inhibidor aqui descrito. El vehiculo de suministro especifico al
higado comprende: (1) un componente huésped que incluye el polimero que contiene ciclodextrina modificada con
imidazol mostrado en la Figura 27 y (2) un componente “invitado” que comprende la molécula de adamantano-PEG-
galactosa mostrada en la Figura 32. Cuando se mezclan junto con uno o mas agentes terapéuticos, los componentes
“invitado” y huésped forman un complejo de inclusién, o poliplex, que encapsula el o los agentes terapéuticos en el
polimero para formar una composicién particulada (véase la Figura 31). En determinados aspectos, el vehiculo de
suministro se formula para obtener una composicion en particulas con un diametro medio de aproximadamente 30-100
nm, aproximadamente 40-70 nm, aproximadamente 50-70 nm, aproximadamente 50-60 nm o de aproximadamente 50
nm.

En determinados aspectos, el vehiculo de suministro especifico al higado se puede utilizar para suministrar cualquier
tipo de agente terapéutico al higado, por ejemplo para tratar una enfermedad o trastorno especifico del higado, o para
tratar una enfermedad o trastorno que influye en el higado o afecta al mismo.
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Un agente hepatico terapéutico de la invencion puede ser una molécula pequefa, un péptido o un analogo peptidico,
por ejemplo un peptidomimético, y un acido nucleico. Un agente hepatico terapéutico de acido nucleico de la invencién
puede ser un ARN antisentido, un constructo de ARNi (por ejemplo ARNSsi) o un ribozoma. Un agente hepatico
terapéutico de acido nucleico también puede ser un constructo obtenido por terapia genética, por ejemplo un constructo
de expresién que suministra un gen a expresar en los hepatocitos.

Un agente hepatico terapéutico de la invencion es efectivo contra enfermedades o condiciones hepaticas tales como
enfermedades o condiciones hepaticas humanas. La enfermedad o condicion hepatica puede proceder de una
proliferacion celular no deseada, por ejemplo de hepatocitos o de patdgenos hepaticos. Los usos y las composiciones
de la invencién pueden ser adecuadas o efectivas contra cualquier enfermedad o condicion del higado, incluyendo, pero
sin limitarse a, cancer hepatico (por ejemplo carcinoma hepatocelular o metastasis hepaticas de otros canceres tales
como de cancer pancreatico), hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D, hepatitis G, hepatitis autoinmune, cirrosis,
sindrome de Allagile, enfermedad hepatica alcohdlica, deficiencia de alfa-1-antitripsina, sindrome de Budd-Chiari,
atresia biliar, enfermedad de Byler, enfermedad de Caroli, sindrome de Crigler-Najjar, sindrome de Dubin-Johnson,
higado graso, galactosemia, sindrome de Gilbert, Enfermedad de almacenamiento de glucdégeno |, hemangioma,
hemocromatosis, ictericia, transplante hepatico, porfiria cutanea tarda, cirrosis biliar primaria, protoporfiria eritrohepatica,
Sindrome de Rotor, colangitis esclerosante y enfermedad de Wilson. Asi, una composicion farmacéutica de la invencion
puede ser eficaz contra uno o mas enfermedades o condiciones del higados tales como las aqui descritas.

Un agente hepatico terapéutico de la invencion puede dirigirse a un gen especifico de hepatocito, por ejemplo regulando
(inhibiendo o promoviendo) la expresion de dicho gen especifico de hepatocito. Generalmente un gen especifico de
hepatocito incluye a cualquier gen con un nivel de expresién mas alto en los hepatocitos que en otras células (por
ejemplo células de Kupffer) o tejidos.

Un agente hepatico terapéutico puede dirigirse a un gen que esta mal regulado en los hepatocitos de un paciente con
una enfermedad o condicion hepatica. El gen puede ser un gen especifico de hepatocito. Alternativamente, el gen no es
especifico de hepatocito, por ejemplo es un gen con un nivel de expresién similar o inferior en los hepatocitos en
comparacion con otras células o tejidos, y la expresion y/o la actividad de este gen esta alterada en los hepatocitos de
un paciente que padece una enfermedad o afeccion hepatica en comparacién con los hepatocitos de un higado normal.
Por ejemplo, la subunidad Il de la ribonucleétido-reductasa (R2) esta desregulada en el carcinoma hepatocelular, es
decir, la R2 se expresa en células de carcinoma hepatocelular que avanzan en el ciclo celular, pero no se expresa en
hepatocitos normales, que generalmente son quiescentes. Un agente terapéutico hepatico dirigido a R2 puede ser un
agente de acido nucleico que reduce especificamente o inhibe la expresion de R2, pudiendo consistir dicho agente de
acido nucleico en una molécula antisentido, un constructo de ARNi (por ejemplo un constructo de ARNsi) o en una
ribozima.

Un agente terapéutico hepatico también puede estar dirigido a una molécula o regién gendmica especifica del higado,
tal como un elemento regulador de la transcripcion (TRE) especifico del cancer de higado, preferentemente una
secuencia reguladora de CRG-L2, tal como se describe en la Publicacion de Solicitud de Patente US 20050124068. Un
agente terapéutico hepatico también puede estar dirigido a un acido nucleico (un gen o una regiéon genémica) asociado
a una o mas enfermedades o afecciones hepaticas, tal como los acidos nucleicos descritos en la Publicacién de
Solicitud de Patente US 20040241657.

Un agente terapéutico hepatico puede inhibir o promover el crecimiento del higado, por ejemplo inhibiendo o
promoviendo la proliferacion de hepatocitos. Estos agentes pueden ser Utiles para la proteccion hepatica. En la
Publicacion de Solicitud de Patente US 20040170613 se describen ejemplos de los mismos.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicién farmacéutica de la invencion para tratar a un paciente
que padece una enfermedad o afeccion hepatica. Dicho uso puede comprender la administracion sistémica al paciente
de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica de la invencién. La administracion sistémica
se puede lograr a través de diversas vias de suministro, por ejemplo inyeccion i.v. o i.p., suministro transdérmico,
suministro pulmonar o ingestion oral.

Los usos, métodos y composiciones de la invencion pueden ser adecuados o eficaces contra cualquier enfermedad o
afeccién del higado, incluyendo, de forma no exclusiva, cancer de higado (por ejemplo carcinoma hepatocelular o
metastasis hepatica de otros canceres, por ejemplo cancer de pancreas), hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D,
hepatitis E, hepatitis G, hepatitis autoinmune, cirrosis, sindrome de Alagille, enfermedad hepatica alcohdlica, deficiencia
alfa-1-antitripsina, sindrome de Budd-Chiari, atresia biliar, enfermedad de Byler, enfermedad de Caroli, sindrome de
Crigler-Najjar, sindrome de Dubin-Johnson, esteatosis hepatica, galactosemia, sindrome de Gilbert, enfermedad por
almacenamiento de glucégeno |, hemangioma, hemocromatosis, ictericia por enfermedad hepatica, trasplante de
higado, porfiria cutanea tarda, cirrosis biliar primaria, protoporfiria eritrohepatica, sindrome de Rotor, colangitis
esclerosante y enfermedad de Wilson.

Los usos, métodos y composiciones de la invencién son adecuados para suministrar agentes terapéuticos hepaticos,
incluyendo los medicamentos actualmente disponibles y en desarrollo (por ejemplo en ensayos clinicos). La invencién
tiene en cuenta una gran variedad de agentes terapéuticos hepaticos, incluyendo, de forma no exclusiva, agentes de
moléculas pequefias, péptidos o analogos de péptidos (incluyendo péptidos miméticos), agentes de acido nucleico (por
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ejemplo constructos de ARNi, incluyendo constructos de ARNsi, moléculas antisentido, acidos nucleicos enzimaticos o
constructos de terapia genética) o vacunas.

El sindrome de Alagille, o AGS, es una de las principales formas de la enfermedad hepatica crénica en la infancia, con
morbilidad severa y una mortalidad del 10 al 20%. Existen informes que indican que la AGS esta causada por una
mutacion del gen Jagged-1 (JAG1). Véase, por ejemplo, Alagille y col., J. Pediat. 86: 63-71,1975; Anad y col., J. Med.
Genet. 27: 729-737, 1990; Kamath y col., J. Med. Genet. 40: 891-895, 2003. Asi, el agente terapéutico hepatico puede
ser un agente terapéutico contra el AGS (o una medicacion eficaz contra el AGS), pudiendo incluir el agente terapéutico
contra la AGS un constructo de terapia genética dirigida al gen JAG1 mutado.

El abuso del alcohol es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. El alcohol afecta a
muchos sistemas organicos del cuerpo, pero quiza los érganos mas afectados sean el sistema nervioso central y el
higado. Casi todo el alcohol ingerido es metabolizado en el higado y un abuso de alcohol puede conducir a una
enfermedad hepatica aguda y crénica. La cirrosis hepatica resultante del abuso de alcohol es una de las diez causas de
muerte principales en Estados Unidos. El abuso del alcohol conduce generalmente a tres enfermedades hepaticas
patolégicamente distintas. En la practica clinica, cualquiera de estas tres afecciones o todas ellas se pueden producir
juntas, al mismo tiempo, en el mismo paciente. Estas tres condiciones son: (1) Higado graso (esteatosis): el abuso de
alcohol puede conducir a una acumulaciéon de grasa en los hepatocitos, el tipo de célula predominante en el higado.
También se puede observar una situacion similar en algunas personas obesas que no abusan del alcohol. El higado
graso es reversible si el paciente deja de beber. No obstante, el higado graso puede producir esteatohepatitis. La
esteatohepatitis consiste en un higado graso con inflamacién concomitante y esta afeccidn puede provocar cicatrices en
el higado y cirrosis. (2) Hepatitis: el alcohol puede producir hepatitis aguda y crénica. El paciente que se presenta con
hepatitis alcohdlica es normalmente un bebedor crénico con un episodio reciente de consumo excepcionalmente
abundante. También son posibles otras presentaciones. La hepatitis alcohdlica puede ser desde una hepatitis
moderada, siendo unos analisis de laboratorio anormales la Unica indicaciéon de la enfermedad, hasta una disfuncion
hepatica grave con complicaciones tales como ictericia (piel amarilla causada por la retencién de bilirrubina),
encefalopatia hepatica (disfuncidon neurolégica provocada por fallo hepatico), ascitis (acumulacion de liquido en la
cavidad abdominal), varices esofagicas sangrantes (venas varicosas en el es6fago), coagulacion sanguinea anormal y
coma. Histolégicamente, la hepatitis alcohdlica tiene un aspecto caracteristico con balonizacién de hepatocitos,
inflamaciéon con neutréfilos y a veces cuerpos de Mallory (agregaciones anormales de proteinas en el filamento
intermedio celular). (3) Cirrosis: la cirrosis se caracteriza anatémicamente por nodulos extendidos por todo el higado
combinados con fibrosis. La fibrosis y la formacién de nddulos provocan una deformacion de la arquitectura normal del
higado que interfiere en la circulacién sanguinea a través del higado. La cirrosis también puede conducir a una
incapacidad del higado para realizar sus funciones bioquimicas. En Estados Unidos, el abuso de alcohol es la causa
principal de cirrosis hepatica. Anatdbmicamente, la cirrosis alcohdlica es casi siempre micronodular (es decir, los nédulos
hepaticos regenerados son pequefos).

La cirrosis también puede estar causada por cualquier enfermedad hepatica cronica, como hepatitis crénica B, C y D,
hepatitis autoinmune crénica, enfermedades metabdlicas hereditarias (por ejemplo hemocromatosis, enfermedad de
Wilson), enfermedades cronicas de los conductos biliares, insuficiencia cardiaca congestiva croénica, infecciones
parasitarias (por ejemplo esquistosomiasis), esteatohepatitis no alcohdlica (inflamacién hepatica que puede estar
causada por higado graso) o exposicion durante tiempo prolongado a toxinas o farmacos.

El tratamiento de la cirrosis depende generalmente de la etiologia subyacente. La interrupcién de la ingesta de alcohol
detiene la progresion de la cirrosis alcohdlica y, por ello, es importante realizar un diagnéstico temprano en caso de un
alcohdlico crénico. Similarmente, el abandono de una droga hepatotdxica o la eliminacién de una toxina medioambiental
también detendran la progresion. El tratamiento de enfermedades metabdlicas, por ejemplo el tratamiento de la
sobrecarga de hierro en el caso de la hemocromatosis o de la sobrecarga de cobre en el caso de la enfermedad de
Wilson, también son terapias eficaces. Las hepatitis virales crénicas B y C pueden responder al tratamiento con
interferén y la hepatitis autoinmune puede mejorar con prednisona y azatioprina (Imuran). Los farmacos tales como el
ursodiol (Actigall) pueden retrasar la progresion de la cirrosis biliar primaria y posiblemente de la colangitis esclerosante.
El trasplante de higado es sumamente eficaz para el tratamiento de la cirrosis terminal.

Las colestasis, o la colestasis intrahepatica familiar progresiva 1 o PFIC1 y la colestasis intrahepatica recurrente benigna
(BRIC), estan causadas por una mutacion en el gen ATP8B1. Una segunda forma de la colestasis intrahepatica familiar
progresiva (PFIC2) esta causada por una mutaciéon en un transportador (BSEP) de cassette de unién de ATP (ABC)
especifico del higado. La PFIC3 esta causada por una mutacion en la P-glicoproteina de resistencia a multifarmacos de
clase lll (MDR3). La PFIC4 esta causada por una mutacion en la 3-beta-hidroxi-delta-5-C27-esteroide-oxidorreductasa
(HSD3B7). Véase, por ejemplo, Ghent y col., J. Pediat. 93: 127-132, 1978; Trauner y col., New Eng. J. Med. 339: 1217-
1227, 1998; Whitington y col., J. Pediat. Gastroent. Nutr. 18: 134-141, 1994.

El cancer de higado puede consistir en cualquiera de los siguientes ejemplos no limitativos: cancer metastasico de
higado, colangiocarcinoma o carcinoma hepatocelular.

Los canceres metastasicos son tumores que se propagan desde el 6rgano de origen. Debido a su riego sanguineo, el
higado es un lugar habitual de propagacion de algunos canceres. Algunos de los canceres mas comunes que se
propagan al higado son aquellos originados en el colon, pancreas, pulmén y mama. Los linfomas y las leucemias

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2381201 T3

también pueden invadir el higado. El colangiocarcinoma es un cancer que surge de las células de los conductos biliares
dentro del higado. El colangiocarcinoma también se puede producir en los conductos biliares que se encuentran fuera
del higado propiamente dicho.

El carcinoma hepatocelular es un cancer que surge de los hepatocitos, el principal tipo celular del higado. El carcinoma
hepatocelular es una de las dos principales causas de muerte por cancer en todo el mundo. Esta especialmente
extendido en partes de Asia y Africa. Aproximadamente un 80% de las personas que padecen carcinomas
hepatocelulares tienen cirrosis. La infeccion crénica por el virus de la hepatitis B y el virus de la hepatitis C también
aumenta el riesgo de desarrollar un carcinoma hepatocelular. Las aflatoxinas, que son producidas por un moho que
contamina los frutos secos (habitualmente cacahuetes), cereales y legumbres, también son un factor de riesgo esencial
en la aparicién del carcinoma hepatocelular. Aunque en Estados Unidos practicamente no existen, las aflatoxinas son
comunes en otras partes del mundo y con frecuencia contaminan los alimentos.

El sindrome de Dubin-Johnson esta causado por mutaciones en el transportador de aniones organicos multiespecifico
canalicular (parte apical de un hepatocito) (CMOAT), también denominada proteina asociada a resistencia a
multifarmacos 2 (MRP2), y desempefia un papel importante en el transporte de aniones organicos biliares (Wada y col.,
Hum. Molec. Genet. 7: 203-207, 1998).

Las hiperbilirrubinemias hereditarias (Wolkoff y col., en The Metabolic Basis of Inherited Disease. New York: McGraw-
Hill (pub.) (5% ed.) 1983. p. 1385-1420.) incluyen (1) aquellas que conducen a una hiperbilirrubinemia predominante no
conjugada: sindrome de Gilbert o Arias, sindrome de Crigle-Najjar de tipo | y sindrome de Crigle-Najjar de tipo II; y (2)
las que conducen a una hiperbilirrubinemia predominante conjugada: sindrome de Dubin-Johnson, sindrome de Rotor y
diversas formas de colestasis intrahepatica. Algunos estudios detallados demuestran que pacientes con el sindrome de
Gilbert tienen una actividad reducida de la bilirrubina-glucoronosiltransferasa (Bosma y col., New Eng. J. Med. 333:
1171-1175, 1995). Se ha demostrado que el sindrome de Gilbert esta causado por una mutacién en el gen de la UDP-
glucoronosiltransferasa (UGT1A1). Otras mutaciones en el mismo gen provocan el sindrome de Crigle-Najjar de tipo | y
el sindrome de Crigle-Najjar de tipo Il. Por consiguiente, los agentes terapéuticos hepéticos dirigidos a UGT1A1 pueden
ser eficaces contra estas hiperbilirrubinemias hereditarias.

La afeccion de higado graso también se denomina esteatosis, el higado graso con inflamacién hepatica se denomina
esteatohepatitis. La esteatosis y la esteatohepatitis pueden estar causadas por el alcohol u otras drogas y a veces
también se pueden producir en pacientes con diabetes mellitus. La esteatohepatitis no causada por alcohol se suele
denominar esteatohepatitis no alcohdlica o “NASH”".

La galactosemia clasica esta causada por una mutacién en el gen de la galactosa-1-fosfato-uridiltransferasa (GALT).

La enfermedad por almacenamiento de glucégeno esta causada por un defecto en la glucosa-6-fosfatasa. Este trastorno
afecta al higado y a los rifiones y uno de sus principales problemas es la hipoglucemia. Este trastorno también esta
relacionado con el adenoma hepatocelular (Bianchi, Eur J Pediatr. 1993;152 Suppl 1:S63-70).

Existen dos tipos de hemangioma hepatico: cavernoso y hemangioendotelioma. En general, los hemangioendoteliomas
s6lo aparecen en nifios. EI hemangioma cavernoso es el tumor hepatico benigno mas comun en los adultos,
observandose en individuos de todas las edades y en todo el mundo.

La hemocromatosis clasica (HFE), un trastorno recesivo autosémico, esta causada en la mayor parte de los casos por
una mutacién en un gen denominado HFE del cromosoma 6p21.3. También se ha comprobado que puede estar
causada por una mutacion del gen codificador de la hemojuvelina (HJV), que se mapea en 1g21. La hemocromatosis
juvenil o hemocromatosis de tipo 2 (HFE2) también es un trastorno recesivo autosémico. La forma llamada HFE2A esta
causada por una mutacion en el gen HJV. Una segunda forma, la HFE2B, esta causada por una mutacién en el gen
codificador del péptido antimicrobiano hepcidina (HAMP), que se mapea en 19q13. La hemocromatosis de tipo 3
(HFE3), un trastorno recesivo autosémico, esta causada por una mutacién en el gen codificador del receptor de
transferrina 2 (TFR2), que se mapea en 7q22. La hemocromatosis de tipo 4 (HFE4), un trastorno dominante autosémico,
esta causada por una mutacién en el gen SLC40A1, que codifica la ferroportina y se mapea en 2q32. Las caracteristicas
clinicas de la hemocromatosis incluyen cirrosis hepatica, diabetes, pigmentaciéon hipermelandtica de la piel y fallo
cardiaco. El carcinoma hepatocelular primario (HCC), que se complica en la cirrosis, es responsable de
aproximadamente una tercera parte de las muertes de los homocigotos afectados. Dado que la hemocromatosis es un
trastorno relativamente facil de tratar si se diagnostica, se trata de una forma de cancer evitable.

El concepto “hepatitis A” (HA) o hepatitis viral de tipo A ha sustituido a todas las denominaciones anteriores: hepatitis
infecciosa, hepatitis epidémica, ictericia epidémica, ictericia catarral, icterus infeccioso, enfermedad de Botkins vy
hepatitis MS-1. La hepatitis A se diagnostica por la deteccién de anti-VHA de clase IgM en suero recogido durante la
fase aguda o de convalecencia temprana de la enfermedad. El virus de la hepatitis A (VHA) se clasifica en el grupo de
los enterovirus de la familia Picornaviridae. El VHA tiene una sola molécula de ARN rodeada por una pequefa capside
proteica (27 nm de diametro) y una gran densidad en CsCl, de 1,33 g/ml.

En general, la hepatitis B esta causada por el virus de la hepatitis B (VHB), un virus de ADN en su mayor parte
bicatenario de la familia Hepadnaviridae. El VHB provoca la hepatitis en humanos y virus relacionados de esta familia
provocan la hepatitis en patos, ardillas terrestres y marmotas. El genoma del VHB tiene cuatro genes: pol, env, pre-core
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y X, que codifican la ADN polimerasa viral, la proteina de envoltura, la proteina pre-core (que se procesa en la capside
viral) y la proteina X, respectivamente. La funcién de la proteina X no esta clara, pero puede intervenir en la activacion
de genes de las células huésped y el desarrollo de cancer.

Los interferones alfa fueron los primeros farmacos aprobados en Estados Unidos para el tratamiento de la hepatitis B
crénica. El tratamiento con interferén es recomendable para individuos que tienen “enfermedad replicativa” (HBeAg
positiva). Aproximadamente el 40% de estos individuos perderdn el HBeAg en suero después de 16 semanas de
tratamiento con interferén alfa. La pérdida de HBeAg esta en correlacién con un mejor pronéstico. Algunos de los
pacientes tratados (menos de un 10%) se pueden incluso curar de acuerdo con la evaluacion de la pérdida de HBeAg.
Otras opciones de tratamiento para la hepatitis B crénica incluyen analogos de nucleétidos. En diciembre de 1998, la
United States Food and Drug Administration (FDA) aprobé la lamivudina, también conocida como 3TC y que ademas es
eficaz contra el VIH, para el tratamiento de la hepatitis B cronica (pacientes que son HBeAg positivos). La lamivudina se
toma por via oral a una dosis de 100 mg/dia en el caso de la hepatitis B crénica. En estudios comparativos, la
lamivudina ha presentado la misma eficacia que el interferén alfa para inducir una pérdida de HBeAg en suero. También
se ha comprobado que mejora los resultados de la biopsia hepatica en pacientes tratados durante un afio. En
septiembre de 2002, la FDA aprobd el adevofir dipivoxil, otro analogo de nucledsido que también es eficaz contra el VIH,
para el tratamiento de la hepatitis B. La dosis para la hepatitis B cronica es de 10 mg/dia. Actualmente se estan
estudiando otros analogos de nucledsido en ensayos clinicos. También se esta investigando la combinacion de
interferén alfa y un analogo de nucledsido, dos analogos de nucledsido juntos (como lamivudina y adefovir). Ademas se
han estudiado otros analogos de nucledsido tales como famciclovir, lobucavir y adfovir para una terapia combinada en el
tratamiento de la hepatitis B cronica (Yao y Gishi, Current Gastroenterology Reports 1999, 1:20-26).

Aproximadamente 170.000.000 de personas en todo el mundo, y 4.000.000 en Estados Unidos, estan infectados con el
virus de la hepatitis C (VHC). El virus se transmite principalmente a través de la sangre y de productos sanguineos.
Aproximadamente el 85% de los individuos con infecciéon aguda por VHC quedan infectados de forma croénica. Por
consiguiente, el VHC es una de las principales causas de hepatitis cronica (de més de seis meses de duracion). Una
vez que el paciente esta infectado de forma cronica, el virus practicamente nunca se elimina sin tratamiento. En casos
poco frecuentes, la infeccion por el VHC provoca una enfermedad clinicamente aguda e incluso fallo hepatico. Sin
embargo, la mayoria de los casos de infeccion aguda son clinicamente indetectables. EI VHC es un virus de ARN
monocatenario positivo de la familia Flaviridae. EI genoma tiene aproximadamente 10.000 nucleétidos y codifica una
poliproteina simple de aproximadamente 3.000 aminoécidos. La poliproteina es procesada por la célula huésped y las
proteasas virales en tres proteinas estructurales principales y varias proteinas no estructurales necesarias para la
replicacion viral. Se han identificado diversos genotipos diferentes del VHC con secuencias gendmicas ligeramente
diferentes, que estan en correlacién con diferencias de respuesta al tratamiento con interferén alfa. Todos los protocolos
de tratamiento actuales para la hepatitis C se basan en el uso de diversas preparaciones de interferon alfa, que se
administran por inyeccion intramuscular o subcutanea. El interferén alfa-2a (Roferon-A; Hoffman-La Roche), el interferdn
alfa-2b (Intron-A; Schering-Plough) y el interferén alfacon-1 (Infergen; Intermune) estan aprobados en Estados Unidos
para el tratamiento de adultos con hepatitis C crénica como agentes monoterapia. El peginterferén alfa, llamado a veces
interferén pegilado, también se ha empleado en el tratamiento de la hepatitis C crénica. Existen dos preparaciones de
peginterferén alfa que han sido estudiadas en pacientes con hepatitis C: peginterferon alfa-2b (Peg-Intron; Schering-
Plough) y peginterferon alfa-2a (Pegasys; Hoffmann-La Roche). Con el peginterferon alfa-2a sélo aproximadamente el
30% al 40% de los pacientes consigue una respuesta prolongada al tratamiento durante 24 a 48 semanas (Zeuzem y
col., New England Journal of Medicine. 2000; 343:1666-1172; Heathcote y col., New England Journal of Medicine. 2000;
343: 673-1680). La adiciéon de ribavirina al interferon alfa es superior al interferon alfa solo para el tratamiento de la
hepatitis C crénica. La ribavirina es un nucledsido sintético activo contra un amplio espectro de virus. La FDA también
ha aprobado la combinacién de interferén alfa-2b y ribavirina para el tratamiento de individuos con hepatitis C crénica
que han sufrido una recaida después de una terapia previa con interferén alfa. Ademas, la combinacion de interferéon
alfa-2b y ribavirina es mas eficaz que el interferén alfa-2b solo para lograr una respuesta prolongada en el tratamiento
de pacientes con hepatitis C crénica no tratados previamente con interferén, y esto condujo a la FDA a aprobar dicha
combinacién para esta indicacion en diciembre de 1998. La FDA también ha aprobado la combinacion de peginterferon
alfa y ribavirina para el tratamiento de la hepatitis C cronica.

También se estan desarrollando ensayos clinicos de peginterferén-alfa con un compuesto denominado VX-497 (Vertex
Pharmaceuticals). El VX-497 tiene algunas caracteristicas similares a la ribavirina e inhibe una enzima celular conocida
como inosina-monofosfato-deshidrogenasa que puede ser responsable de algunos de sus efectos. Una nueva
generacion de farmacos o agentes terapéuticos para tratar la hepatitis C incluyen aquellos disefiados especificamente
para inhibir las funciones del virus de la hepatitis C. Una diana para estos farmacos es el genoma de ARN del virus de la
hepatitis C. Se ha disefiado una ribozima (Hepatazyma, Ribozyme Pharmaceuticals) para segmentar el genoma de ARN
del virus de la hepatitis C en una regién que el virus necesita para sobrevivir. Su eficacia para cortar el ARN del virus de
la hepatitis C ha sido establecida en laboratorio y actualmente se estan realizando los primeros ensayos clinicos con el
farmaco. El ISIS-14803 (Isis Pharmaceuticals) es un inhibidor antisentido complementario a una secuencia conservada
del ARN del virus de la hepatitis C. Esta molécula se une al ARN viral e inhibe la expresién de als proteinas necesarias
para la replicacion. El ISIS-14803 esta actualmente en la fase de los primeros ensayos clinicos. También se ha
demostrado que una molécula pequefia conocida como VP-50406 (ViroPharma) inhibe el ARN del virus de la hepatitis C
en el laboratorio, encontrandose esta molécula en las primeras fases del desarrollo clinico. También se estan
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estudiando en laboratorio inhibidores de una estructura unica del ARN del virus de la hepatitis C necesario para la
sintesis de proteinas, conocida como sitio interno de entrada al ribosoma o IRES.

El virus de la hepatitis D (también denominado virus delta) es un pequefo virus de ARN circular. El virus de la hepatitis
D es deficiente para la replicacién y, por ello, no se puede propagar en ausencia de otros virus. En humanos, la
infeccién por el virus de la hepatitis D s6lo se produce en presencia de una infeccion por hepatitis B. Para tratar a los
pacientes con hepatitis B cronica e infeccion por hepatitis D se utiliza interferén alfa.

El virus de la hepatitis E (VHE) tiene un genoma de ARN poliadenilado monocatenario de aproximadamente 8 kb.
Debido a sus propiedades fisicoquimicas se supone que es un virus similar al calicivirus. La enfermedad causada por el
VHE se denomina hepatitis E, o hepatitis no A, no B transmitida por via enteral (ET-NANBH). Otros nombres incluyen
hepatitis no A, no B fecal-oral y hepatitis no A, no B similar a A.

El virus de la hepatitis G (VHG) es un flavivirus relacionado con el VHC.

Actualmente existen varias medicaciones utilizadas para el tratamiento de la ictericia por enfermedad hepatica. Estas
medicaciones incluyen colestiramina, el antibiético rifampicina, los antagonistas de opiaceos naloxona y naltrexona, y el
antagonista de receptor de la serotonina de tipo 3. Ensayo clinico sobre el uso del farmaco gabapentina para el
tratamiento del prurito por enfermedad hepética (Protocolo IRB #9618).

La porfiria cutédnea tarda es un trastorno dominante autosémico caracterizado por una dermatitis fotosensible y asociado
a la excrecion de grandes cantidades de uroporfirina en orina. En casos de porfiria cutanea tarda familiares (Kushner y
col., 1976 Clin. Invest. 58:1089-1097; Lehr y Doss, 1981, Dtsch. Med. Wschr. 106: 241-245) y esporadicos (Elder y col.,
1978, New Eng. J. Med. 299: 274-278; Felsher y col., 1978, New Eng. J. Med. 299: 1095-1098) se ha informado de una
reduccioén de la actividad de la uroporfirinégeno-descarboxilasa en el higado y los eritrocitos.

La cirrosis biliar primaria (PBC) es una enfermedad caracterizada por la destruccion inflamatoria de los conductos
biliares pequefios dentro del higado. La PBC conduce finalmente a cirrosis hepatica. La causa de la PBC es
desconocida, pero, debido a la presencia de autoanticuerpos, en general se considera que se trata de una enfermedad
autoinmune. Tampoco se han excluido por completo otras etiologias, por ejemplo agentes infecciosos. Se recomienda
que los pacientes de PBC tomen vitaminas y calcio para ayudar a prevenir la osteoporosis (pérdida 6sea), una
complicacion comun de esta enfermedad. La colchicina puede intervenir en la inhibicién de la fibrosis hepatica y mejora
los valores de laboratorio, pero no los signos o sintomas. Se han estudiado diversos agentes inmunosupresores en
pacientes con PBC. Los corticosteroides probablemente no son eficaces y pueden agravar la osteoporosis cominmente
presente en pacientes con PBC. La azatioprina (Imuran), el metotrexato y la ciclosporina A han sido examinados en
varios estudios. El ursodiol (Actigall o Urso), un acido biliar, ha demostrado mejorar los parametros de laboratorio y
clinicos en pacientes con PBC y los resultados de los estudios sugieren que puede retrasar la progresion de la
enfermedad. El trasplante de higado ortotdpico tiene una elevada tasa de éxito en pacientes con enfermedad hepatica
terminal resultante de PBC.

La protoporfiria hepatica, o EPP, se hereda como un trastorno dominante autosémico con penetracion incompleta.
Utilizando analisis de segregacion de haplotipos, Gouya y col. (2002) identificaron un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) intrénico, 1IVS3-48T-C (177000.0015), que modula el uso de un sitio de corte y empalme del aceptor aberrante
constitutivo localizado a 63 pb en la direccién 5’ del normal. El ARNm con corte y empalme aberrante es degradado por
un mecanismo de descomposicion mediada sin sentido (NMD), produciendo una reduccién del nivel de estado
estacionario del ARNm y la deficiencia adicional de la enzima FECH necesaria para la expresion fenotipica de la EPP.

La colangitis esclerosante primaria (PSC) es una enfermedad hepatica cronica caracterizada por la inflamacion,
destruccion vy fibrosis de los conductos biliares intrahepaticos y extrahepaticos que conduce a cirrosis hepatica. Con
frecuencia, la PSC se complica con episodios recurrentes de colangitis bacteriana (infeccion de los conductos biliares
por bacterias). Los pacientes con PSC también tienen un riesgo elevado de colangiocarcinoma (cancer de conductos
biliares). El trasplante de higado ortotépico es muy eficaz en el tratamiento de pacientes con enfermedad hepatica
avanzada causada por la PSC.

La enfermedad de Wilson es un trastorno recesivo autosémico caracterizado por una acumulacién espectacular de
cobre hepatico, con las subsiguientes anomalias hepaticas y neuroldgicas. En la enfermedad de Wilson, los ganglios
basales y el higado experimentan cambios que se expresan como manifestaciones neurolégicas y signos de cirrosis,
respectivamente. En este mecanismo interviene de alguna manera un trastorno del metabolismo del cobre (Bearn, en:
Stanbury y col.: The Metabolic Basis of Inherited Disease. New York: McGraw-Hill (pub.) (3% ed.) 1972, p. 1033-1050).

El transplante de higado puede ser recomendable en caso de determinadas enfermedades hepaticas cuando han
fallado otros tratamientos. Ejemplos de estas enfermedades o afecciones hepaticas incluyen: hepatitis B, hepatitis C,
defectos del ciclo de la urea, hipercolesterolemia familiar, cirrosis inducida por alcohol, enfermedad por almacenamiento
de glucdgeno, hepatitis autoinmune, hiperoxaluria primaria de tipo |, cirrosis criptogénica, sindrome de Crigle-Najjar de
tipo |, fibrosis hepatica congénica, enfermedad de Neimann-Pick, cirrosis biliar primaria, amiloidosis familiar, atresia
biliar, carcinoma hepatocelular, colangitis esclerosante primaria, hepatoblastoma, sindrome de Alagille,
hemangioendotelioma, colestasis familiar, fallo hepatico neuroendocrino no carcinoide inducido por farmacos, tumores
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hepaticos, fallo hepatico agudo/ fulminante, sindrome de Budd-Chiari, deficiencia de alfa-1-antitripsina, enfermedad de
Wilson, hemocromatosis, tirosinemia, protoporfiria o fibrosis quistica.

Ejemplos

Una vez descrita la invencién de forma general, ésta se entendera mas facilmente con referencia a los siguientes
ejemplos, que se incluyen unicamente para ilustrar ciertos aspectos y realizaciones de la presente exposiciéon y no estan
concebidos para limitar la misma.

Ejemplo 1: ARNsi. Disefio y Ensayos

El ARN interferente, o ARNi, es un mecanismo de silenciamiento génico descrito originalmente en plantas (donde era
conocido como silenciamiento génico post-transcripcional o PTGS), C. elegans y Drosophila (revisado en Bernstein y
col., 2001; Carmell y col., 2002). En el modelo actual, la via de ARNi se activa mediante un “desencadenante” de ARN
bicatenario (ARNds), que después es procesado en ARNds cortos de 21-23 nucleétidos denominados ARN interferentes
pequefos, por la enzima celular Dicer. Los ARNsi se incorporan en el complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC), donde la cadena antisentido del ARNsi sirve como una guia para dirigirse al ARNm homdlogo para la
segmentacion endonuclelitica dentro del duplex ARNsi/diana, aproximadamente a 10 bases del extremo 5’ de la guia de
ARNSsi. En células de mamifero, los ARNds mas largos de 30 nucleétidos activan la via del interferon no especifica mas
que el ARNi. Sin embargo, Tuschl y col. han demostrado (Elbashir y col., 2001 a; Harborth y col., 2001; Caplen y col.,
2002) que ARNsi mas cortos introducidos en células de mamiferos evitan el paso Dicer y activan directamente la
degradacion de ARNm homologo sin iniciar la respuesta al interferén. Posteriormente, una serie de laboratorios han
demostrado la viabilidad de la expresion de ARNsi y los ARN en horquilla cortos correspondientes (ARNsh) in vivo
contra dianas virales y celulares humanas. Los avances en el ARNi aumentan rapidamente y ya se ha hecho un
progreso considerable para aplicaciones terapéuticas (Zamore, 2001; Kitabwalla y Ruprecht, 2002; Martinez y col.,
2002; Couzin, 2003; Scherr y col., 2003; Wilson y col., 2003; Hannon y Rossi, 2004).

Los ARNSsi sintéticos son el método a elegir para aplicaciones exdgenas a corto plazo. Actualmente, los ARNSi
modificados median en los efectos del ARNi, alcanzando valores maximos tipicamente 2-3 dias después de la
transfeccion. El disefio mas comun para los ARNSsi sintéticos imita los ARNsi endégenos producidos por segmentacion
Dicer de ARNds activador (Elbashir y col., 2001a), donde las cadenas sentido y antisentido tienen 21-23 nucleétidos de
longitud. La porcién reasociada del duplex es completamente complementaria, excepto en dos partes protuberantes de
nucledtidos en los dos extremos 3'. En los ARNSsi sintéticos, las partes protuberantes dinucleotidicas en el extremo 3’ se
pueden derivar de la secuencia diana, como en sus equivalentes naturales. Aunque los ARNsi construidos a partir de
21-23meros son suficientes para la mayoria de los objetivos, se pueden utilizar oligémeros de hasta 29 nucleétidos sin
iniciar la respuesta al interferon. Nosotros hemos observado que los ARNSsi producidos a partir de ARN bicatenarios mas
largos en células mediante la accién de Dicer pueden ser hasta 100 veces mas potentes que un 21mero suministrado
de forma exdgena (Kim y col., 2005). Un texto complementario de Siolas y col. (2005) ha alcanzado una conclusion
similar, aunque estos investigadores han utilizado horquillas sintéticas como sustratos Dicer. Los estudios aqui
propuestos sacaran provecho de estos importantes descubrimientos para generar ARNsi potentes para su utilizacion en
estudios con animales. Se discutiran nuevas reglas de disefio que permitan predecir con exactitud el ARNsi que se
generara a partir de los ARN duplex en sustrato Dicer tal como se describe a continuacion.

Los desapareamientos entre la cadena antisentido del ARNsi y la diana tienden a reducir la actividad en grado variable,
dependiendo de su cantidad y localizacién. Aunque todavia no se han logrado entender por completo las reglas que
rigen en la relacion entre el desapareamiento ARNsi/diana y la actividad de ARNi, si se pueden hacer algunas
generalizaciones que probablemente sean aplicables tanto a los ARNsi como a los ARNsh simples. Con frecuencia,
pero no siempre, las mutaciones cerca del sitio de segmentacion endonucleolitica reducen el efecto del ARNi. Ademas,
las mutaciones en la primera mitad de la cadena antisentido (extremo 5’) son muy perjudiciales (Randall y Rice, 2001;
Holen y col., 2002; Amarzguioui y col., 2003). Dado que la segmentacién endonucleolitica se ‘mide’ desde el extremo 5’
de la cadena de ARNSsi antisentido, es posible que mutaciones en el extremo 5’ de la cadena de guia desestabilicen el
duplex antisentido/ARNm diana en el complejo RISC, inhibiendo la segmentacion. Tomados en conjunto, estos
resultados dan a entender que, cuando se disefian constructos de ARNi dirigidos a una isoforma especifica, puede ser
aconsejable elegir un sitio diana en la isoforma diana de tal modo que los desapareamientos entre su ARNSsi
correspondiente y la isoforma no diana tengan lugar en el extremo 5 del duplex. Si esto no es posible, por ejemplo
cuando la diana no es accesible para la segmentacion (situacion examinada en Scherer y Rossi, 2003b), es importante
realizar pruebas de reactividad cruzada.

Aunque los ARNsi construidos a partir de 21-23meros son suficientes para la mayoria de los objetivos, se pueden
utilizar oligdmeros con hasta 29 nucleétidos sin iniciar los efectos del interferon. Nosotros hemos observado que los
ARNSsi producidos a partir de ARN bicatenarios mas largos en células mediante la accién de Dicer pueden ser hasta 100
veces mas potentes que un 21mero suministrado de forma exdgena (Kim y col., 2005). Un texto complementario de
Siolas y col. (2005) ha llegado a una conclusién similar, aunque estos investigadores han utilizado horquillas sintéticas
como sustratos Dicer. Los estudios aqui propuestos sacaran provecho de estos importantes descubrimientos para
generar ARNsi potentes para su utilizacién en estudios con animales. Se discutiran nuevas reglas de disefio que
permitan predecir con exactitud el ARNsi que se generara a partir de los ARN duplex en el sustrato Dicer.
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Experimentos realizados con lisados de embrién de Drosophila han indicado la necesidad de 5’-OH libre o 5'-fosfato en
las cadenas de ARNSsi sintéticas (Elbashir y col.; 2001b; Nykanen y col., 2001). Se han observado resultados similares
en extractos de HelLa (Schwarz y col., 2002) o células intactas (Chiu y Rana, 2002). La modificacién 5’-amino asimétrica
de una u otra cadena de ARNsi ha demostrado que la modificacién 5-amino de la cadena antisentido suprime el ARNi,
mientras que la misma modificacién Unicamente en la cadena sentido no inhibe el efecto del ARNi. Ademas, los ARNSsi
sintéticos no fosforilados transfectados en células y después reaislados no pueden ser quinasados in vitro, a no ser que
se traten previamente con una fosfatasa (Chiu y Rana, 2002). Tomado en conjunto, esto sugiere que existe una fuerte
necesidad in vivo de un 5’-fosfato en la cadena antisentido. Esto es coherente con la hipétesis de que las modificaciones
de este nucledtido interfieren con la capacidad de la cadena antisentido para servir como guia en la segmentacion
endonucleolitica del complejo RISC activado. Por otro lado, las modificaciones que bloquean el extremo 3’ tienen poco
efecto en el ARNsi duplex, en cualquiera de las dos cadenas en la mayoria de los casos (Amarzguioui y col., 2003).

Estudios de modificaciones en el esqueleto de ARNsi duplex han revelado que hasta seis 2’-O-metilo por cadena de
ARNSsi distribuidos entre los extremos 5 y 3’, o dos modificaciones de 2-O-alilo en los extremos 3, no influyen
negativamente en el ARNi (Amarzguioui y col., 2003). Un aumento de la cantidad de modificaciones mas alla de este
punto, o una modificaciéon de alilo de los extremos &’, reducen el ARNi (Amarzguioui y col., 2003; Holen y col., 2003). A
la inversa, mas de dos modificaciones de fosforotioato son citotdxicas, mientras que no promueven un aumento
significativo de la potencia (Amarzguioui y col., 2003). La ventaja de las modificaciones en el esqueleto de ARNSsi sélo
se pueden lograr si los ARNsi se inyectan directamente en animales, ya que las modificaciones en el esqueleto
prolongan la vida media de estas moléculas (Layzer y col., 2004; Soutschek y col., 2004). En este contexto
aprovecharemos la proteccion de las nucleasas séricas proporcionada por soportes de nanoparticulas de ciclodextrina
y, por consiguiente, nuestros ARN no seran modificados en el esqueleto, de modo que se podran tratar con Dicer
eficazmente in vivo.

Definicién de la Secuencia

El ARNi se puede activar mediante ARNSsi sintéticos suministrados a las células utilizando lipidos catidnicos u otros
soportes, 0 mediante la expresion genética de cadenas sentido y antisentido 21meras o ARN en horquilla cortos que
son procesados para obtener ARNSsi (situacion examinada en Scherer y Rossi, 2003b). Un determinante importante para
el éxito del silenciamiento mediado por ARNsi es la combinacion de la accesibilidad al sitio diana y la seleccion de la
cadena apropiada de ARNsi. Nosotros y otros hemos desarrollado algoritmos para identificar una combinacion
apropiada de sitio diana y ARNsi duplex (Heale y col., 2005). Nuestro algoritmo tiene en cuenta predicciones de
estructura secundaria del sitio diana y la estabilidad del extremo duplex del ARNsi. Esta ultima es importante para la
seleccion de la cadena antisentido en RISC (Khvorova y col., 2003; Schwarz y col., 2003; Tomari y col., 2004). También
se ha descubierto que ARNds que son suficientemente largos para ser segmentados por el miembro de la familia de la
ARNsa Ill Dicer pueden ser hasta 100 veces mas potentes que los ARNsi 21meros (Kim y col., 2005; Siolas y col.,
2005). Por consiguiente, nuestro método preferente para identificar sitios diana y ARNSsi consiste en seleccionar motivos
de secuencia con nuestro algoritmo (Heale y col., 2005), identificar secuencias diana potenciales y los ARNsi 21meros y
analizar varios 21meros en cuanto a su eficacia relativa.

Se ha utilizado un nuevo algoritmo computacional para la determinacion de sitios diana éptimos con el fin de identificar
tres sitios diana potenciales dentro del gen de la R2 humana (hRRM2) (véase la Figura 4) (Heale y col., Nucl. Acids Res.
33: €30 (2005)). Después se han sintetizado ARNSsi dirigidos a estas tres secuencias diana y se han analizado en un
screening previo del extracto celular descrito mas abajo. La Figura 5 muestra los resultados de los ARNsi dirigidos
contra los tres sitios diana en el ensayo de union al extracto celular.

Para realizar el screening previo de los 21meros, hemos observado que un ensayo de uniéon de extracto celular ofrece
una gran capacidad de prediccion de la eficacia intracelular (Kim, Amarzguoi y Rossi, articulo en preparacion). En pocas
palabras, los 21meros sintéticos se marcan en sus extremos 5 con 2p y se incuban en extractos citoplasmicos HEK
293 a temperatura ambiente. Los ARNsi se pueden unir a un complejo que contiene el componente de RISC argonauta
2 (Ago2). La eficacia de unién muestra una fuerte correlacién con la potencia intracelular (Figuras 6A-6C). Una vez
identificados los 21meros mas potentes, la secuencia se incorpora en un duplex de 27 bases que es un sustrato para
Dicer (Figuras 6A-6C). Hemos establecido un formato para el tratamiento con Dicer de tal modo que uUnicamente el
21mero elegido se produce a partir del 27mero (véase mas abajo). Por consiguiente, la Unica limitacion para utilizar el
27mero elegido es el suministro. El sustrato preferido para el tratamiento con Dicer in vivo tiene las siguientes
caracteristicas generales

5’NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNdNdN3’
3’'NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NN5’

Utilizando un tratamiento con Dicer in vitro y andlisis del espectro de masas de los productos tratados con Dicer se ha
determinado que la Dicer reconoce la parte protuberante de 2 bases en 3’ y segmenta 21 bases del extremo 5’ de la
cadena sentido y 21 bases a partir la parte protuberante de 2 bases para generar Unicamente un 21mero. Mediante la
inclusion de dos desoxirribonucleétidos en el extremo 3’ de la cadena sentido (dN), la Dicer no entra desde el lado
derecho de este duplex, con lo que se asegura que Unicamente se genera el 21mero de interés. Las Figuras 6A-6C
también muestra resultados representativos de un ensayo de unién a extracto en el que una serie de 21meros que se
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diferencian en una sola base se incuba con los extractos. La afinidad de unién de los ARNsi esta en correlacion precisa
con el silenciamiento de la diana. Repetido este ensayo con mas de 20 ARNSsi diferentes, la correlacién se mantiene.

Las secuencias de R2 humana y de ratdén se sometieron a nuestro algoritmo (Heale y col., 2005). Los 5 ARNSsi y dianas
principales previstos se analizaron en cuanto a la complementariedad potencial con otras secuencias de raton, en busca
de apareamientos ampliados en el extremo 5 de la cadena antisentido. Las secuencias que no comparten una
homologia ampliada en 5’ con otras dianas se analizaran en el ensayo de unién a extracto, utilizdndose los aglutinantes
principales. La secuencia 21mera se incorporara en el formato 27/29mero arriba mostrado, derivandose las secuencias
ampliadas de los ARNm diana. Los ARNds se titularan en concentraciones de 5 nM a 5 pM en cultivo celular. Los
ARNds con el valor ICsp mas bajo se utilizan en experimentos in vivo posteriores. Dado que la falta de direccién a la
diana es un problema potencial, incluso con el screening previo de la secuencia, la activacion del interferén alfa y beta
se analiza rutinariamente mediante ensayos ELISA y andlisis en biochip de ratén (Kim y col., 2005).

Materiales y Métodos

Figura 6A: Ensayos de ARNi. Para los ensayos de cotransfeccion se sembraron células HEK293 en placas de 24
pocillos con un 60% de confluencia el dia antes de la transfeccion. Cada parte alicuota de ARN se diluyé en 50 pl de
Opti-MEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) que contenian los vectores indicadores y se mezclé con 50 pl de Opti-MEM que
contenia 1,5 pl de Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA). La mezcla se incub6 durante 15 minutos a
temperatura ambiente y se afadio a células en 500 pl de volumen final de medio. Para normalizar la eficiencia de
transfeccion, cada ensayo incluy6 la cotransfeccion de los ARN diana y/o duplex con un plasmido indicador de proteina
fluorescente roja (RFP). Unicamente se evaluaron los experimentos en los que la eficiencia de transfeccién variaba
menos de un 10% (de acuerdo con la valoracion por expresion de RFP). Veinticuatro horas después de la transfeccion
se midieron los niveles de expresién de EGPF. La expresién de EGPF se determind por espectrometria de
fluorescencia.

Figura 6B: Analisis de desplazamiento en gel. Células HEK293 confluentes en una placa de 10 cm se recolectaron y se
lavaron con PBS. La pella celular se resuspendi6 en 0,5 ul de tampén D (HEPES 20 mM, pH 7,9, EDTA 0,2 mM, DTT
0,5 mM, KCI 50 mM, 10% glicerol, PMSF 0,2 mM) y se sometieron a ultrasonidos durante 15 segundos. Después de 5
minutos de centrifugacion, se recogio el sobrenadante. Para cada ensayo se incubaron 10 ul de extracto con 10 fmol de
ARNsi marcado durante 30 minutos. Las muestras se mezclaron con tinte de carga nativo y se separaron en el gel de
poliacrilamida al 5% (29:1) durante 2 horas a 200 V en camara frigorifica. (c) Secuencias utilizadas en los pasos A-E en

(b).
Ejemplo 2: Reduccion de la Expresion de R2 utilizando ARNSsi

Se disefia y ensaya una serie de ARNSsi especificos para la secuencia de R2 en cuanto a su capacidad para reducir la
expresion de R2 tanto in vitro como in vivo. Las secuencias correspondientes a los ARNSsi especificos se proporcionan
aqui como SEQ ID NO 7-96 (mostradas mas arriba como Tablas 2-8).

Como muestra la Figura 7, los ARNsi dirigidos contra R2 pudieron reducir la expresion de R2 en mudltiples lineas
celulares cultivadas. Cada uno de los tres duplex de ARNsi contra R2 (siRRM2-A, siRRM2-B y siRRM2-C, mostrados en
la Tabla 2 como SEQ ID NO 7-12) provoca una reduccion del nivel de la proteina R2 en cada una de las tres lineas
celulares examinadas. En cambio, el desoxinucledtido antisentido GTI-2040 muestra una reduccion minima.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 7, se obtuvieron células HelLa (adenocarcinoma de cuello uterino
humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular) y CCD-1074Sk (fibroblastos humanos) de la American Type Culture
Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de seis pocillos (250.000 células por pocillo) 24 horas
antes de la transfeccion. Para la transfeccion se prepararon complejos en un medio libre de suero (OptiMEM, Invitrogen)
utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos nucleicos de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante:

"SICONTROL" o "siCON1": ARNsi de control no dirigido #1 (Dharmacon) mostrado mas abajo en la Tabla 10
como SEQ ID NO 97 y 98;

"siRRM2-A": ARNSsi contra el sitio "A" de hRRM2 mostrado mas arriba en la Tabla 2 como SEQ ID NO 7 y 8;
"siRRM2-B": ARNSsi contra el sitio "B" de hRRM2 mostrado mas arriba en la Tabla 2 como SEQ ID NO 9y 10;

"siRRM2-C": ARNsi contra el sitio "C" de hRRM2 mostrado mas arriba en la Tabla 2 como SEQ ID NO 11y 12;
y

"GTI-2040": oligodesoxinucledtido antisentido contra hRRM2 (Lee y col., Cancer Research 63: 2802-2811
(2003)) mostrado mas abajo en la Tabla 10 como SEQ ID NO 99.
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Tabla 10 Secuencias de acidos nucleicos de control utilizadas en los Ejemplos descritos. Los residuos
subrayados representan partes protuberantes en 3’

Descripcion Secuencia Cadena SEQID NO

siCONTROL 5’uagcgacuaaacacaucaauu 3’ Sentido SEQ ID NO 97
(o0 siCON1) 3’uuaucgcugauuuguguaguu 5’ Antisentido SEQ ID NO 98
GTI-2040 5’ cuugguggagcgauuuagcec 3’ SEQ ID NO 99

Los complejos de acido nucleico se expusieron a las células a una concentracién nucleica final de 50 nM durante 4
horas, tras lo cual los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Dos dias (48 horas)
después de la transfeccion, las células se sometieron a lisis y se midié el nivel de proteina R2 por Western blot
utilizando un anticuerpo anti-R2 policlonal de cabra primario (sc-10846, Santa Cruz) en una diluciéon 1:250 y un
anticuerpo IgG anti-cabra de burro conjugado con HRP secundario (Santa Cruz) en una diluciéon 1:5000. El blot se
desarrollé utilizando un ECL Detection Kit (GE/Amersham Biosciences) y se cuantificd utilizando el software
ImageQuant TL (GE/Amersham Biosciences).

Ejemplo 3: Experimentos Tiling para Identificar ARNsi de R2 en cada sitio diana

Como muestra la Figura 10, se utilizaron experimentos tiling (traslape) para identificar los ARNSsi dirigidos contra R2 con
una potencia aumentada. Cada uno de los tres duplex de ARNsi contra R2 (siRRM2-A, siRRM2-B y siRRM2-C,
mostrados en la Tabla 2 como SEQ ID NO 7-12) provoca una reduccion del nivel de la proteina de fusion de R2-
luciferasa. Tanto el duplex siRRM2B+3 como el duplex siRRM2B+5 muestran una reduccion superior a la de cada uno
de los tres duplex originales, siendo el siRRM2B+5 el duplex que produce la reducciéon méas potente. En cambio, ni el
desoxinucledtido antisentido GTI-2040 ni un ARNSsi que tiene la misma diana (“si(GTI-2040)”) muestran ninguna
reduccion. Finalmente, para comparar se muestra la reduccion lograda con un ARNsi contra RRM2 (“si(JBC, 2004)”)
previamente publicado.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 10, se obtuvieron células HepG2 (carcinoma hepatocelular) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de 24 pocillos (50.000 células
por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccién se prepararon complejos en un medio libre de suero
(OptiMEM, Invitrogen) utilizando Lipofectin (Invitrogen), el plasmido pR2Luc (1 pg/pocillo) y cada uno de los siguientes
acidos nucleicos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

"siRRM2-A": ARNSsi contra el sitio "A" de hRRM2 mostrado mas arriba en la Tabla 2 como SEQ ID NO 7 y 8;
"siRRM2-B": ARNSsi contra el sitio "B" de hRRM2 mostrado mas arriba en la Tabla 2 como SEQ ID NO 9y 10;
"siRRM2-C": ARNsi contra el sitio "C" de hRRM2 mostrado mas arriba en la Tabla 2 como SEQ ID NO 11y 12;

“siRRM2B+3”: ARNsi situado a tres nucleétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 59 y 60;

“siRRM2B+5”: ARNSsi situado a cinco nucleétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64;

"GTI-2040": oligodesoxinucledtido antisentido contra hRRM2 mostrado mas abajo en la Tabla 10 como SEQ ID
NO 99;

“si(GTI-2040)”: ARNsi duplex que tiene el mismo sitio diana que el oligodesoxinucleétido antisentido contra
hRRM2 (mostrado mas abajo en la Tabla 11 como SEQ ID NO 100 y 101); y

“si(JBC, 2004)”: ARNSsi duplex contra hRRM2 previamente publicado (J. Biol. Chem. 279(26):27030-27038,
2004) (mostrado mas abajo en la Tabla 11 como SEQ ID NO 102 y 103).

Tabla 11 Secuencias de si(GTI-2040) y si(JBC, 2004) utilizadas en los Ejemplos descritos. Los residuos
subrayados representan partes protuberantes en 3’
Descripcion Secuencia Cadena SEQ ID NO°
si(GTI-2040) 5’cuugguggagcgauuuagccaa 3’ Sentido SEQ ID NO 100

3’ uugaaccaccucgcuaaaucgg 5 Antisentido SEQ ID NO 101

si(JBC2004) 5’ gaggcuaccuauggugaacgu 3’ Sentido SEQ ID NO 102
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Descripcion Secuencia Cadena SEQ ID NO°

3’ uucuccgauggauaccacuug 5’ Antisentido SEQ ID NO 103

Estos complejos de acido nucleico se expusieron a las células a una concentracion nucleica final de 10 nM durante 4
horas, tras lo cual los complejos se retiraron por aspiraciéon y se sustituyeron por medio completo. Dos dias (48 horas)
después de la transfeccion, las células se sometieron a lisis y se midié el nivel de proteina de fusién R2-luciferasa
utilizando un ensayo de luciferasa (Luciferase Assay System, Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 4: Experimentos Tiling adicionales para identificar ARNsi de R2 en el sitio diana B

La Figura 11 muestra los resultados de los experimentos de tiling (traslape) adicionales realizados para identificar ARNSsi
dirigido contra R2 con una potencia aumentada. Similarmente a los resultados mostrados en la Figura 10, el duplex
siRRM2B+5 produce la reduccion mas potente. Los duplex siRRM2B+9 y siRRM2B+3 también provocan una fuerte
reduccién, pero no tan fuerte como la del duplex siRRM2B+5.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 11, se obtuvieron células HepG2 (carcinoma hepatocelular) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de 24 pocillos (50.000 células
por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccién se prepararon complejos en un medio libre de suero
(OptiMEM, Invitrogen) utilizando Lipofectin (Invitrogen), el plasmido pR2Luc (1 pg/pocillo) y cada uno de los siguientes
acidos nucleicos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

"siGL3": luciferasa dirigida a ARNsi vendida por Dharmacon (“Luciferase GL3 Duplex”);

“siRRM2B+3": ARNSsi situado a tres nucleétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 59 y 60;

“siRRM2B+4”": ARNsi situado a cuatro nucleétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 61y 62;

“siRRM2B+5”: ARNsi situado a cinco nucleétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64;

“siRRM2B+6": ARNSsi situado a seis nucleotidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 87 y 88;

“siRRM2B+7”": ARNsi situado a siete nucleétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 89 y 90;

“siRRM2B+8”: ARNsi situado a ocho nucledtidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 91 y 92;

“siRRM2B+9”: ARNssi situado a nueve nucledtidos en direccién 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 93 y 94;

“siRRM2B+10”: ARNSsi situado a diez nucledtidos en direccidon 3’ del sitio “B” original de hRRM2, mostrado mas
arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 95y 96.

Estos complejos se expusieron a células en una concentracion final de ARNsi de 10 nM, 1 nM o 0,2 nM durante 4 horas,
tras lo cual los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Dos dias (48 horas) después
de la transfeccion, las células se sometieron a lisis y se midié el nivel de proteina de fusion R2-luciferasa utilizando un
ensayo de luciferasa (Luciferase Assay System, Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 5: Ensayos de la actividad de ARNsi 21mero y 27mero

Como muestra la Figura 12, se realizaron estudios de cotransfeccion dosis-dependiente con duplex de ARN (21meros o
27meros) en el sitio diana B+5 para identificar ARNsi dirigidos contra R2 que presentan una potencia aumentada. Tanto
el siRRM2B+5 21mero como el 27mero producen una potente reduccion de la R2Luc colipofectada. A las
concentraciones mas altas examinadas (10 nM y 1 nM), el 21mero muestra una potencia ligeramente mayor que la del
27mero, mientras que en la concentracion mas baja examinada (0,2 nM), el 27mero muestra una potencia ligeramente
mayor.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 12, se obtuvieron células HepG2 (carcinoma hepatocelular) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de 24 pocillos (50.000 células
por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccién se prepararon complejos en un medio libre de suero
(OptiMEM, Invitrogen) utilizando Lipofectin (Invitrogen), el plasmido pR2Luc (1 pg/pocillo) y cada uno de los siguientes
acidos nucleicos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante:
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“siRRM2B+5 21mero”: ARNsi situado a cinco nucledtidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2,
mostrado mas arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64;

“siRRM2B+5 27mero”: ARN duplex 27mero que tiene el mismo sitio diana que el siRRM2B+5 y que se espera
que tenga un producto de segmentacion con Dicer idéntico al sSiRRM2B+5 21mero (mostrado mas arriba en la
Tabla 7 como SEQ ID NO 85 y 86).

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracion final de ARNsi de 10 nM, 1 nM o 0,2 nM durante 4
horas, tras lo cual los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Dos dias (48 horas)
después de la transfeccion, las células se sometieron a lisis y se midié el nivel de proteina de fusién R2-luciferasa
utilizando un ensayo de luciferasa (Luciferase Assay System, Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 6: Reduccion de la expresion de R2 endégena utilizando ARNSsi

Como muestra la Figura 13, la reduccion de la proteina de fusion R2-luciferasa inducida por ARNSsi esta en correlacion
con el silenciamiento de la expresion de la R2 enddgena. En las cuatro ocasiones examinadas, el siRRM2B+5 induce
una fuerte reduccion de la proteina R2 endégena que no se ha observado con el ARNSsi de control no dirigido (siCON1).
Esto confirma que el duplex siRRB2B+5, examinado primero en los “experimentos de tiling” con la proteina de fusion
R2-luciferasa es en realidad un potente reductor de la R2 enddgena en células de carcinoma hepatocelular.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 13, se obtuvieron células HepG2 (carcinoma hepatocelular) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de seis pocillos (250.000
células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion se prepararon complejos en un medio libre de
suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos nucleicos de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

"siCONTROL": ARNSsi de control no dirigido #1 (Dharmacon) (mostrado mas arriba en la Tabla 10 como SEQ ID
NO 97 y 98); y

“siRRM2B+5”: ARNsi situado a cinco nucledétidos en direccion 3’ del sitio “B” original de hRRM2 (mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64).

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracién de ARNSsi final de 50 nM durante 4 horas, tras lo cual
los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Un dia (24 h), dos dias (48 horas), tres
dias (72 h) o 3,25 dias (78 h) después de la transfeccidn, las células se sometieron a lisis y se midié el nivel de proteina
R2 por Western blot. Para el Western blot se utilizé un anticuerpo anti-R2 policlonal de cabra primario (sc-10846, Santa
Cruz) en una dilucién 1:250 y una IgG anti-cabra de burro conjugado con HRP secundario (Santa Cruz) a una dilucion
1:5000. EI Western blot se desarrollé utilizando un ECL Detection Kit (GE/Amersham Biosciences). A continuacion se
retir6 la membrana (Restore Stripping Buffer, Pirece) y se sometié a blot para GAPDH como control de carga. La
cuantificacion de los Western blot se llevé a cabo utilizando el software ImageQuant TL (GE/Amersham Biosciences).

Ejemplo 7: El ARNsi contra R2 induce apoptosis en las células HepG2

Como muestra la Figura 14, el ARNsi contra R2 induce la apoptosis en células HepG2. En las tres ocasiones
examinadas, pero de forma mas significativa 3 dias después de la transfeccion, las células HepG2 transfectadas con
siRRM2B+5 mostraban un mayor grado de fluorescencia (lo que indica un mayor nivel de apoptosis) que las células
transfectadas con siCON1.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 14, se obtuvieron células HepG2 (carcinoma hepatocelular) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de seis pocillos (250.000
células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion se prepararon complejos en un medio libre de
suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos nucleicos de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

"siCONTROL": ARNSsi de control no dirigido #1 (Dharmacon) (mostrado mas arriba en la Tabla 10 como SEQ ID
NO 97 y 98); y

“siRRM2B+5”: ARNSsi situado a cinco nucledtidos en direccién 3’ del sitio “B” original de hRRM2 (mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64).

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracion de ARNsi final de 50 nM durante 4 horas, tras lo cual
los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Un dia (24 h), dos dias (48 horas) o tres
dias (72 h) después de la transfeccion, las células se analizaron en cuanto a la apoptosis utilizando el Vybrant Apoptosis
Assay #2 (Invitrogen) y citometria de flujo. Los datos se indican como fluorescencia media de poblacion después de
exposicion a anexina V marcada con AlexaFluor488.
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Ejemplo 8: El ARNsi contra R2 aumenta la apoptosis inducida por farmacos en células HCC

Como muestra la Figura 15, el ARNsi contra la R2 aumenta la apoptosis inducida por farmacos de HCC. Células HepG2
que habian sido lipofectadas con siRRM2B+5 antes de la exposicion a la adriamicina mostraron un nivel de apoptosis
significativamente mas altas que aquellas que no habian recibido ARNsi o que habian sido lipofectadas con el ARMsi de
control no dirigido (siCON1).

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 15, se obtuvieron células HepG2 (carcinoma hepatocelular) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de seis pocillos (250.000
células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion se prepararon complejos en un medio libre de
suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos nucleicos de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

"siCONTROL": ARNSsi de control no dirigido #1 (Dharmacon) (mostrado mas arriba en la Tabla 10 como SEQ ID
NO 97 y 98); y

“siRRM2B+5”; ARNSsi situado a cinco nucleétidos en direccién 3’ del sitio “B” original de hRRM2 (mostrado mas
arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64).

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracion de ARNsi final de 50 nM durante 4 horas, tras lo cual
los complejos se retiraron por aspiracion y las células (tratadas con lipoplex y también células no tratadas previamente)
se incubaron con adriamicina (100 nM) durante 3 dias. Después, las células se analizaron en cuanto a la apoptosis
utilizando el Vybrant Apoptosis Assay #2 (Invitrogen) y citometria de flujo. Los datos se indican como fluorescencia
media de poblacion después de exposicion a anexina V marcada con AlexaFluor488.

Ejemplo 9: El ARNsi contra R2 Reduce la expresion de la proteina de fusion R2-luciferasa in vivo

Como muestra la Figura 16, el ARNsi contra R2 reduce la expresion de la proteina de fusion R2-luciferasa in vivo. En
todas las ocasiones, los ratones que recibieron el diplex siRRM2B+5 (mostrado mas arriba en la Tabla 5 como SEQ ID
NO 63 y 64) presentaban una luminiscencia claramente reducida en comparacion con los ratones que recibieron el
plasmido pR2Luc solo o el pldsmido con el duplex siCON1.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 16, ratones BALB/c hembra (6 semanas de edad, Jackson Labs,
grupos de n = 5) recibieron una sola inyeccién a alta presién (10% v/p), en la vena caudal, del plasmido pR2Luc (0,25
mg/kg) solo o en combinaciéon con ARNSsi (1,25 mg/kg) contra R2 (siRRM2B+5), luciferasa (Luc105-21) o un ARNsi de
control no dirigido (siCON1). En diversas ocasiones (2, 6, 11 y 17 dias) después de la inyeccion, los ratones fueron
anestesiados (gas isoflurano), se les inyectd D-luciferina (Senogen; 150 mg/kg en PBS por via intraperitoneal) y 10
minutos mas tarde se tomaron imagenes para determinar la bioluminiscencia animal total (utilizando 1VIS 100 Imaging
System, Xenogen). Los datos del grafico de barras representan la bioluminiscencia animal total como un porcentaje del
valor medio correspondiente a los ratones que recibieron sélo el plasmido pR2Luc en cada ocasién. Ademas se
muestran imagenes representativas de los ratones tomadas t = 2 dias después de la inyeccion (Figura 16).

Ejemplo 10: El ARNsi contra R2 Reduce el potencial de crecimiento de células HCC
cultivadas

Como muestra la Figura 17, el ARNsi optimizado contra R2 (siR2B+5) reduce el potencial de crecimiento de células
HCC humanas cultivadas (células Hep3B). La lipofeccion de células Hep3B con ARNSsi optimizado contra R2 (siR2B+5)
reduce considerablemente el potencial de formacion de colonias en comparacién con tratamientos similares con un
ARNsi de control no dirigido (siCON1). Esto da a entender que la reduccion de R2 (resultante unicamente de la
lipofeccion con ARNSsi anti-R2) en estas células reduce su potencial de crecimiento.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 17, se obtuvieron células Hep3B (carcinoma hepatocelular
humano) de la American Type Culture Collection. Las células se dispusieron diluidas en placas de cultivo tisular de seis
pocillos (1000 células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccidn. Para la transfeccidn se prepararon complejos en un
medio libre de suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos
nucleicos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

“siR2B+5”: ARNsi optimizado contra hRRM2 (mostrado mas arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64); y

"siCON1": ARNsi de control no dirigido #1 (Dharmacon) (mostrado mas arriba en la Tabla 10 como SEQ ID NO
97 y 98).

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracion de ARNSsi final de 5 nM durante 4 horas, tras lo cual
los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Cinco dias (120 horas) después de la
transfeccion, las células se fijaron con etanol (10 minutos) y se tifieron con azul de metileno (en agua). Las colonias (con
~50 o mas células) se contaron manualmente. Para cada tratamiento se utilizaron tres pocillos (n = 3); las columna
representan promedios y las barras de error representan la desviaciéon estandar (Figura 17).
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Ejemplo 11: La potencia de ARNsi esta en correlacion con la capacidad para reducir el potencial de
crecimiento

Como muestra la Figura 18, la potencia de los ARNsi contra R2 esta en correlacion con la capacidad de éstos para
reducir el potencial de crecimiento de células HCC humanas cultivadas. La lipofeccion de células Hep3B con cualquiera
de los tres ARNsi que han demostrado ser reductores potentes de la R2 (siR2B+3, siR2B+5 y siR2B+9) reduce
significativamente el potencial de formacion de colonias en comparacién con un tratamiento similar con cualquiera de los
dos ARNSsi que han demostrado ser malos reductores de la R2 (siR2B+6 y siR2B+7). Este resultado, como en el caso
del resultado de la Figura 17, sugiere que la reduccién de R2 (resultante exclusivamente de la lipofeccion con ARNSsi
anti-R2) en células Hep3B reduce el potencial de crecimiento de éstas.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 18, se obtuvieron células Hep3B (carcinoma hepatocelular
humano) de la American Type Culture Collection. Las células se dispusieron diluidas en placas de cultivo tisular de seis
pocillos (500 células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccién se prepararon complejos en un
medio libre de suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos
nucleicos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

“siR2B+3”: ARNsi relativamente potente contra hRRM2 (mostrado més arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO
59 y 60);

“siR2B+5”: ARNsi relativamente potente contra hRRM2 (mostrado mas arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO
63 y 64);

“siR2B+6”: ARNsi menos potente contra hRRM2 (mostrado mas arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 87 y
88);

“siR2B+7”: ARNsi menos potente contra hRRM2 (mostrado mas arriba en la Tabla 8 como SEQ ID NO 89 y
90);y

“siR2B+9”: ARNsi relativamente potente contra hRRM2 (mostrado més arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO
93y 94).

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracion de ARNSsi final de 5 nM durante 4 horas, tras lo cual
los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Cinco dias (120 horas) después de la
transfeccion, las células se fijaron con etanol (10 minutos) y se tifieron con azul de metileno (en agua). Las colonias (con
~50 o mas células) se contaron manualmente. Para cada tratamiento se utilizaron tres pocillos (n = 3); las columna
representan promedios y las barras de error representan la desviacion estandar (Figura 18). Para comparar, la Figura 11
muestra los resultados de un estudio de cotransfeccion (para evaluar la potencia relativa de estos duplex de ARNSsi
contra R2).

Ejemplo 12: La reduccion del potencial de crecimiento por ARNsi contra R2 se incrementa con 5-FU

Como muestra la Figura 19, la reduccion del potencial de crecimiento de células Hep3B por ARNsi contra R2 (siR2B+5)
se incrementa mediante la exposicion a 5-fluorouracilo. Tal como se describe mas arriba (véase la Figura 17), la
lipofeccion de células Hep3B con ARNSsi optimizado contra R2 (siR2B+5) reduce considerablemente el potencial de
formacion de colonias en comparacion con un tratamiento similar con un ARNsi de control negativo (aqui, este ARNsi es
Luc105-21, que esta dirigido a luciferasa de luciérnaga). Ademads, la exposicion de las células al agente
quimioterapéutico 5-fluorouracilo (5 uM durante 72 horas) reduce el nUmero de colonias con respecto a las células no
tratadas y aumenta el efecto antiproliferativo del siR2B+5.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 19, se obtuvieron células Hep3B (carcinoma hepatocelular
humano) de la American Type Culture Collection. Las células se dispusieron diluidas en placas de cultivo tisular de seis
pocillos (500 células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccién se prepararon complejos en un
medio libre de suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos
nucleicos de acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

“siR2B+5”: ARNSsi potente contra hRRM2 (mostrado mas arriba en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64); y

“Luc105-21": ARNSsi contra luciferasa de luciérnaga (utilizado aqui como control negativo; mostrado mas abajo
en la Tabla 12 como SEQ ID NO 104 y 105).

Tabla 12 Secuencia de Luc105-21 utilizada en los Ejemplos descritos. Las letras MAYUSCULAS indican
residuos de ADN, las letras minusculas indican residuos de ARN y los residuos subrayados representan partes
protuberantes en 3’

Descripcion Secuencia Cadena SEQID NO

Luc105-21 5’ gguuccuggaacaauugcuTT 3’ Sentido SEQ ID NO 104
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Descripcion Secuencia Cadena SEQID NO

3’ TTccaaggaccuuguuaacga 5’ Antisentido SEQ ID NO 105

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracién nucleica final de 5 nM durante 4 horas, tras lo cual los
complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. En el caso de las muestras tratadas con 5-
FU, el medio de cultivo se complementd con 5-fluorouracilo (5-FU) 5 uM 48 horas después de la transfeccion y las
células se incubaron durante tres dias mas. Cinco dias (120 horas) después de la transfeccion, las células se fijaron con
etanol (10 minutos) y se tifieron con azul de metileno (en agua). Las colonias (con ~50 o mas células) se contaron
manualmente. Para cada tratamiento se utilizaron tres pocillos (n = 3); las columna representan promedios y las barras
de error representan la desviacion estandar (Figura 19).

Ejemplo 13: El ARNsi contra R2 reduce los niveles de proteina R2 en tumores de ratones

Como muestra la Figura 20, el ARNsi contra R2 reduce los niveles de la proteina R2 en tumores Hep3B subcutaneos en
ratones. En dos de los tres ratones tratados con formulaciones que contienen ARNsi anti-R2 (siR2B+5), los niveles de
proteina R2 en los tumores se reducen claramente en comparacién con los niveles observados en ratones tratados con
ARNsi de control no dirigido (siCON1). Esto sugiere que tres inyecciones intratumorales en dias consecutivos de
formulaciones que contienen siR2B+5 logran una reduccion de la proteina R2 en dichos tumores.

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 20, se inyectaron células Hep3B (carcinoma hepatocelular
humano) por via subcutanea en ratones nu/nu hembra HRLN. Cuando los tumores alcanzaron una masa media de
~200-300 mg, los ratones se trataron con tres inyecciones intratumorales (IT) en dias consecutivos de ARNsi optimizado
contra R2 (mostrado en la Tabla 5 como SEQ ID NO 63 y 64) o de ARNsi de control no dirigido (siCON1) (mostrado en
la Tabla 10 como SEQ ID NO 97 y 98) dentro de un sistema de suministro de polication con contenido en ciclodextrina
(CDP) con un ligando dirigido a adamantano-poli(etilenglicol)-transferrina (AD-PEG-Tf) (2,5 mg/kg ARNSsi por inyeccion).
Dos dias después de la tercera inyeccion, los ratones fueron sacrificados, se recogieron los tumores, se fijaron con
formalina, se embebieron en parafina, se seccionaron y se analizaron en cuanto a la expresién de la proteina R2
humana mediante inmunohistoquimica (IHC). Las secciones se calificaron en funcién de la expresion relativa de la
proteina R2 (+: baja, ++: moderada; +++: alta).

Ejemplo 14: El ARNsi contra R2 reduce los niveles de proteina en células de hepatoma de rata

Como muestra la Figura 21, el ARNsi contra R2 reduce los niveles de la proteina R2 en células de hepatoma de rata
cultivadas (McA-Rh7777). Todas las moléculas dirigidas contra R2 (GTI-2040 antisentido, siR2B+5 21mero y siR2B+5-
27 25/27mero) muestran reducciones dosis-dependientes de los niveles de proteina R2 que son superiores a las de un
control negativo (Luc105-21, ARNsi contra la luciferasa). Las reducciones de R2 del siR2B+5 21mero y del siR2B+5-27
25/27mero son comparables entre si y superiores a las observadas en el caso de la molécula antisentido GTI-2040. Por
ultimo, estos datos sugieren que estos dos duplex, desarrollados originalmente contra hRRM2, también pueden lograr
una reduccion del ortdlogo de rata de proteina R2 (rRRM2).

Para realizar los experimentos mostrados en la Figura 21, se obtuvieron células McA-RH7777 (hepatoma de rata) de la
American Type Culture Collection. Las células se dispusieron en placas de cultivo tisular de seis pocillos (250.000
células por pocillo) 24 horas antes de la transfeccion. Para la transfeccion se prepararon complejos en un medio libre de
suero (OptiMEM, Invitrogen) utilizando Oligofectamine (Invitrogen) y cada uno de los siguientes acidos nucleicos de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante:

"Luc105-21": ARNsi optimizado contra luciferasa de luciérnaga (control negativo);
“GTI-2040": oligonucledtido antisentido contra hRRM2;

“siR2B+5”: ARNsi optimizado (21mero) contra hRRM2;

“siR2B+5-27": ARN sustrato Dicer optimizado (25/27mero) contra hRRM2.

Estos complejos se expusieron a las células a una concentracién de acido nucleico final de 1 nM o 20 nM durante 4
horas, tras lo cual los complejos se retiraron por aspiracion y se sustituyeron por medio completo. Dos dias (48 horas)
después de la transfeccion, las células se sometieron a lisis y se midié el nivel de proteina R2 por Western blot
utilizando un anticuerpo anti-R2 policlonal de cabra (sc-10846, Santa Cruz) a una diluciéon 1:250 como anticuerpo
primario y una IgG anti-cabra de burro conjugado con HRP (Santa Cruz) a una dilucién 1:10.000 como anticuerpo
secundario. Los blots se desarrollaron utilizando un ECL Detection Kit (GE/Amersham Biosciences). La cuantificacion de
los Western blots se llevé a cabo utilizando el software ImageQuant TL (GE/Amersham Biosciences).

Ejemplo 15: Sistemas de suministro de ARNSsi
Se ha creado un sistema no viral de suministro de acido nucleico que esta basado en policationes cortos que contienen

ciclodextrina (CDP). Este vehiculo es el primer ejemplo de un sistema de suministro de acido nucleico basado en
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polimeros formado completamente por autoensamblaje y es el vector mas ajustable actualmente disponible (Davis y
col., 2004). Este sistema de suministro muestra una toxicidad sumamente baja in vitro e in vivo (in vitro: Gonzalez y col.,
1999; Hwang y col., 2001; Pun y Davis, 2002; Reineke y Davis, 2003a, b; in vivo: Bellocq y col., 2003b; Davis y col.,
2004; Pun y col., 2004) y posibilita la administracién sistémica de oligonucleétidos (Pun y col., 2004), de ARNsi (Hu-
Lieskovan y col., 2005) y plasmidos (Bellocq y col., 2003b) a animales. Los trabajos iniciales con ratones y conejos han
revelado que el sistema de suministro no provoca respuestas inmunes y tiene la capacidad de alterar la biodistribucion
del 4cido nucleico suministrado dentro del animal (Pun y col., 2004; Hu-Lieskovan y col., 2005). El sistema de suministro
consiste en particulas autoensambladas con diametros ajustables de aproximadamente 50 nm y cargas superficiales.
Estas nanoparticulas se formulan por completo mediante métodos de autoensamblaje para obtener vehiculos de
suministro reproducibles y escalables. Las nanoparticulas estan disefiadas para que se mantengan ensambladas hasta
que “sientan” el pH bajo del entorno intracelular, tras lo cual se modifican a si mismas para ayudar al trafico intracelular.
Las particulas pueden alojar ligandos dirigidos para que se unan a los receptores de la superficie celular y su uso ha
posibilitado un suministro dirigido en animales (Bellocq y col., 2003b; Pun y col., 2004; Hu-Lieskovan y col., 2005). Por
consiguiente, podemos: (i) crear vehiculos de suministro de acido nucleico bien definidos con propiedades ajustables
que se pueden caracterizar mediante métodos cuantitativos; y (ii) proporcionar un suministro y una funcién eficaces en
modelos de roedores.

Cancer de higado

El cancer de higado puede adoptar muchas formas. El cancer de células del higado, es decir el carcinoma
hepatocelular, es muy diferente a los tumores metastasicos de otros tipos de tejido, tales como el tejido colorrectal,
mama, pulmén, etc., que residen en el higado. El cancer de higado primario es el sexto cancer mas frecuente en todo el
mundo (Gerolami y col., 2003). El trabajo aqui propuesto es para los carcinomas hepatocelulares y por consiguiente se
refiere a canceres de hepatocitos. La estadistica de 2004 de la American Cancer Society muestra que la tasa de
supervivencia relativa a cinco afios entre 1992-1999 en casos de cancer de higado confinado en el higado es del 16,3%,
en comparacién con otros tejidos confinados: mama (97,0%), colon y recto (90,1%), préstata (100,0%) y pancreas
(16,6%). Por consiguiente, los canceres de higado y pancreas son, con mucho, los canceres confinados localmente mas
letales en humanos, y este hecho demuestra la necesidad de nuevas terapias de mayor eficacia contra estos canceres.
Aqui proponemos un nuevo agente terapéutico para el tratamiento del cancer de higado. Es decir, se plantea que la
inhibicion de la subunidad 2 (R2) de la ribonucleétido-reductasa (RNR) mediante ARN interferentes pequenos (ARNSsi)
proporcionara una nueva terapia eficaz contra el cancer de higado. La inhibicion de R2 sola y en combinacién con una
dosis baja de agentes quimioterapéuticos proporcionara un nuevo mecanismo de accién terapéutica para tratar el
cancer de higado con un perfil de seguridad previsto superior al de terapias actuales.

Inhibicion de la subunidad 2 de la Ribonucledtido-reductasa para el cancer de higado

La ribonucledtido-reductasa (RNR) cataliza la reaccion que produce 2’-desoxirribonucleétidos a partir de sus
ribonucledsido-5’-difosfatos correspondientes. Esta reaccion es un paso limitante en la ruta de produccion de 2'-
desoxirribonucledsido-5'-trifosfatos y es necesaria para la replicacion del ADN. La RNR humana consiste en dos
subunidades, R1 y R2, y para la actividad enzimatica se requiere la expresion de las dos proteinas. Las proteinas R1y
R2 son codificadas por genes diferentes en cromosomas independientes y, lo mas importante, sus ARNm son
expresados de forma diferenciada durante todo el ciclo celular. La proteina R1 es estable a lo largo de todo el ciclo
celular, mientras que la R2 solo es expresada durante la fase tardia G1/temprana S cuando se produce la replicacion de
ADN (Engstrom y col., 1985).

La RNR es una diana interesante para las terapias contra el cancer. Las pruebas dadas en la literatura sugieren que el
supresor de tumor de retinoblastoma suprime la R1 y la R2 como un mecanismo para controlar el progreso a lo largo del
ciclo celular (Angus y col., 2002). La proteina R2 también puede desempefar una funciéon en la determinacion del
potencial maligno de las células tumorales a través de su interaccion con numerosos oncogenes activados. Por ejemplo,
Fan y col. han demostrado que el crecimiento dependiente del anclaje de células transformadas con v-fins, v-src, A-raf,
c-myc y otros se incrementa de forma considerable cuando existe una sobreexpresion de R2 (Fan y col., 1998). Se ha
demostrado que la sobreexpresion de R2 es un factor que causa resistencia a la gemcitabina (Liu y col., 2004).
Recientemente, Lin y col. (2004) han informado de que la supresién de la R2 mediante ARNSsi sensibiliza las células
HCT-116 frente a agentes perjudiciales para el ADN e inhibidores de la RNR. Estos y otros aspectos hacen que la
inhibicion de R2 sea un objetivo util para las terapias contra el cancer (Yen, 2003).

Yen y col. (Chen y col., 2000) y Lee y col. (2003) han demostrado que moléculas antisentido para R2 pueden reducir de
forma significativa el crecimiento de células cancerosas humanas tanto in vitro como in vivo. Lee y col. han mostrado
que el GTI-2040, un oligonucleétido de fosforotioato 20mero (PS-ODN) del que se ha demostrado que inhibe la
produccién de R2 a 200 nM in vitro (Orr y Dorr, 2004), inhibe tumores subcutaneos de colon, pancreas, higado, pulmén,
mama, rifdn, ovario, cerebro, prostata, etc. humanos en ratones desnudos (Lee y col., 2003). Estos trabajadores
también han demostrado que los niveles de la proteina R2 son elevados en lineas celulares cancerosas, siendo estos
resultados coherentes con estudios anteriores que han puesto de manifiesto niveles elevados de la RNR en tumores y
lineas celulares tumorales (Jensen y col., 1994). El concepto de la utilizaciéon de la inhibicidon de la R2 como estrategia
contra el cancer en humanos esta siendo analizado por trabajadores de Lorus Therapeutics (Lee y col., 2003), que
estan llevando a cabo actualmente ensayos clinicos en Fase Il con GTI-2040 (Orr y Dorr, 2004). Los resultados de la
Fase | (administrados mediante infusion i.v. continua durante 3 semanas seguida de 1 semana de descanso entre ciclos
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a 27 pacientes con cancer avanzado) indicaban que para los ensayos de la Fase Il era recomendable una dosis de 185
mg/m2/d (5 mg/kg/d) (Orr y Dorr, 2004). En los ensayos en Fase |l se utiliza GTI-2040 en combinacién con capecitabina
para el tratamiento del carcinoma renal. Los datos iniciales del ensayo muestran una estabilizacién de la enfermedad y
ciertas respuestas tumorales en algunos de los 21 pacientes evaluables (Orr y Dorr, 2004). Se ha demostrado que el
ARN interferente (ARNi) es mucho mas potente que las moléculas antisentido para la inhibicion especifica de secuencia
de la expresion genética y se esta convirtiendo rapidamente en el método a elegir para la regulacion de la expresion
genética por encima de las tecnologias antisentido, ribozima o ADNzima. Muy recientemente, Whang y col. han
utilizado: (i) ARNsi contra R2 para aumentar la quimiosensibilidad del adenocarcinoma pancreatico a la gemcitabina
(Duxbury y col.,, 2004a), y (ii) ARNsi de expresion retroviral contra la R2 parea atenuar la invasividad celular del
adenocarcinoma pancreatico y reducir su resistencia a la gemcitabina (Duxbury y col., 2004b).

Estos estudios, y otros no indicados en este documento, demuestran que R2 es una diana excelente para el cancer de
higado. Una caracteristica de importancia especifica de los hepatocarcinomas consiste en que las células cancerosas
avanzan durante el ciclo celular a medida que crece el tumor, mientras que los hepatocitos normales permanecen
quiescentes. Por consiguiente, no es probable que un suministro fuera de diana a hepatocitos normales produzca
efectos secundarios graves. Aqui creamos particulas dirigidas a hepatocitos que suministran ARNsi contra R2 a
hepatocitos con el fin de inhibir la expresién de R2, proporcionando una terapia nueva y eficaz contra el carcinoma
hepatocelular.

Importancia del tamafio de 10-100 nm para el suministro sistémico eficaz de productos terapéuticos

La escala de longitudes de decenas de nandémetros es apropiada para los agentes que han de tener tiempos de
circulacion adecuados para permitir una acumulacion y un trafico significativos en tumores. Agentes con un diametro
inferior a 10 nm son eliminados rapidamente (en minutos) del sistema circulatorio por los rifiones (Jorgensen y Moller
1979). Los productos terapéuticos en moléculas pequefias son eliminados principalmente de este modo. Cuando los
agentes presentan un didmetro superior a 10 nm, no pueden salir fisicamente a través de los rifiones. Por consiguiente,
10 nm es el limite de tamafio inferior para los agentes que requieren tiempos de circulacion largos (horas). El limite de
tamafio superior para la circulacion es el diametro de los capilares. No obstante, este tamafio es demasiado grande para
una permeabilidad efectiva en los tumores. La mayor parte de los tumores sélidos tienen caracteristicas que no se
observan en el tejido normal. Algunas de estas caracteristicas son: (i) angiogénesis extensa y por ello alta densidad
vascular (Matre y col., 1999), (ii) permeabilidad vascular extensa, (iii) arquitectura vascular defectuosa y (iv) eliminacion
linfatica reducida en espacios intersticiales (Fang y col., 2003). El, asi llamado, efecto de “permeabilidad y retencion
incrementadas” (enhanced permeability and retention - EPR), que es una consecuencia de las caracteristicas de los
tumores (i-iv) bien conocida y permite que macromoléculas biolégicas y sintéticas salgan de la circulacién y se acumulen
en tumores (Fang y col., 2003; Tanaka y col., 2004). Los farmacos convencionales de bajo peso molecular tienen vidas
medias en plasma de minutos. El efecto de EPR requiere horas para que se produzca una acumulacion significativa. Por
consiguiente, la absorcion en tumores mediante el efecto de EPR se incrementa en caso de entidades que no se
eliminan a través de los rifiones (tamafio superior a 10 nm). Las entidades que tienen un diametro de centenas de nm
pueden salir del sistema circulatorio y entrar en los tumores. Los agentes de este tamafo tienen pocas localizaciones
adicionales accesibles desde el sistema circulatorio, pero otro tejido es el higado (las fenestraciones del endotelio tienen
aproximadamente 100-150 nm). Al salir del sistema circulatorio y entrar en la masa tumoral, los agentes han de tener
cierta movilidad dentro del tumor. Mediante experimentacion (mostrada mas abajo) hemos comprobado que los agentes
de un didmetro de aproximadamente 50 nm son una buena solucién intermedia en cuanto al tamafio. Es decir, si los
agentes tienen 10 nm no pueden transportar mucho producto terapéutico, mientras que tamafios de mas de 100 nm
limitan la movilidad en el tejido. En el caso del carcinoma hepatocelular, este tamafo también es muy apropiado para el
suministro a las células tumorales, ya que las particulas también han de cruzar fenestraciones del higado
(aproximadamente 150 nm, Guyton, 1981) y acoplarse con el ASGPR (tamafios menores de 70 nm; Rensen y col.,
2001).

Davis y col. han investigado los efectos del tamafio y el ligando dirigido para alcanzar la localizacion intracelular de
hepatocitos desde una inyeccion sistémica. Utilizando perlas de polimero monodispersas marcadas de forma
fluorescente se han sintetizado cuatro tipos de particulas mediante los métodos mostrados esquematicamente en la
Figura 22. Las propiedades de las perlas se citan en la Tabla 1 y la Figura 23 muestra una distribucién de tamafios
tipica junto con una particula de ARNsi formulada (detalles en secciones posteriores) para mostrar que las perlas son
buenos modelos para las particulas terapéuticas.

Tabla 11 Perlas para experimentos de absorcion
Nombre de la | Diametro medio Potencial z(mV) Densidad superficial en galactosa
perila (nm) (pmol/cmy)
Gal-50 51,5 2,7 254
MeO-50 53,5 -2,7 0
Gal-140 138,1 -2,6 30,6
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Nombre de la | Diametro medio Potencial z(mV) Densidad superficial en galactosa
perla (nm) (pmol/cmy)
MeO-140 138,7 -3,2 0

Se expuso la misma cantidad de perlas a ratones mediante inyecciones en la vena caudal, la Figura 24 muestra el
porcentaje de la dosis recogida en el higado. Obsérvese que las particulas que carecen de galactosa no se acumulan
en una cantidad significativa. Las secciones de higado (Figura 25) revelan que las particulas de Gal-140 no llegan
realmente a los hepatocitos (Figura 25A), sino que son absorbidas en las células de Kupffer como particulas individuales
(Figura 26), y este resultado muestra que las particulas no forman agregaciones en la sangre, en el tejido o dentro de la
célula. Por otro lado, las particulas de Gal-50 estan localizadas intracelularmente en hepatocitos por toda la muestra
(Figura 25B). Los nucleos se visualizaban con tinte azul mientras que las perlas se visualizaban en color verde.

Estos datos sugieren que particulas con tamafios de aproximadamente 50 nm pueden desarrollar un movimiento
considerable través del tejido y entrar en las células. Si bien en estos estudios las dianas eran hepatocitos, nosotros
hemos observado un comportamiento similar en tumores. Se comprobd que las particulas dirigidas a transferrina que
portan ADNzimas marcadas de forma fluorescente con un tamafio de 50 nm se emplazaban en el interior de células
tumorales desde una inyeccién en la vena caudal de ratones, mientras que las particulas de 50 nm que carecian del
ligando dirigido a transferrina se emplazaban en el tumor por el efecto EPR, pero no entraban en las células tumorales
(Pun y col., 2004). Por consiguiente, estos dos estudios muestran que tamafios de particula de alrededor de 50 nm son
apropiados para alcanzar con eficacia emplazamientos intracelulares en hepatocitos y tumores desde una
administracion sistémica.

Disefio y funcién de un sistema de suministro de &cido nucleico de autoensamblaje

Nuestro sistema de suministro no viral (Gonzélez y col., 1999; Hwang y col., 2001; Pun y Davis, 2002; Reineke y Davis,
2003a,b) incluye dos componentes. El primer componente consiste en un polication que contiene ciclodextrina (véase la
Figura 27). Mediante la preparacion de numerosos policationes con variaciones en el espaciamiento de carga, el tipo de
centro de carga y la hidrofobicidad (cambiando la hidrofobicidad del esqueleto polimérico) se comprobd que las
toxicidades in vitro estan en correlacién con la hidrofobicidad del polication (véase la Figura 28). El policatiéon que
contiene CD interactia con &acidos nucleicos de un tamafio desde oligos monocatenarios cortos hasta grandes
plasmidos (hemos utilizado hasta 10 kpb), se autoensambla con los acidos nucleicos por interacciones electrostaticas
(positivo en polimero, negativo en acido nucleico) para formar poliplexos de aproximadamente 10-100 mn que contienen
el 100% del acido nucleico en la mezcla y se protege completamente el acido nucleico frente a la degradacién por
nucleasa (Hwang y col., 2001; Pun y Davis, 2002). Las imagenes MET sugieren que los poliplexos poseen morfologia
esférica (Hwang y col., 2001). Los estereopares FE-SEM y MET confirman que las particulas tienen morfologia esférica
y las imagenes crio-MET que estas particulas son densas. Los policationes tienen baja toxicidad (en el caso del
polication solo: ICsp in vitro por encima de 1 mM vy bien tolerado en cantidades por encima de 100 mg/kg en ratones
(Hwang y col., 2001); en el caso de particulas completamente formuladas: las cantidades de CDP pueden ser mayores
de 500 mg/kg sin toxicidad aguda (Pun y col., 2004). Claramente, la ciclodextrina es una caracteristica importante para
lograr una baja toxicidad.

Los datos mostrados en la Figura 30 ilustran el suministro in vitro de ADN plasmido (ADNp). Otros policationes que
proporcionan un efecto tampoén con valores pH por debajo de 7 ayudan de algin modo a aumentar la expresion genética
(Zuber y col., 2001; Putman y col., 2001). Para que el CDP tuviera este tipo de capacidad de efecto tampdn y fuera
apropiado para estudios in vivo, en los extremos del CDP se conjugaron grupos imidazol (pKs ~6,2) tal como se ilustra
en la Figura 27.

El CDP con contenido en imidazol tiene un efecto tampdn del pH en vesiculas endociticas (recientes mediciones con
otras sondas fluorescentes sensibles al pH en células vivas muestran concluyentemente que se produce un efecto
tampon del pH - datos no mostrados). El tamponamiento de los endosomas provoca un hinchamiento osmético que
finalmente puede conducir a la ruptura de la vesicula y la liberacién del acido nucleico. Adicionalmente, la protonizacién
de imidazol en el CDP hace que el polimero libere el acido nucleico. La Figura 31 muestra MET que ilustran este punto.

Los poliplexos arriba descritos con CDP o CDP-im tienen los mismos problemas que otros poliplexos en el sentido de
que son particulas coloidales con carga positiva que forman agregaciones en condiciones fisiolégicas. Los intentos de
lograr una estabilizaciéon en sal y suero de los poliplexos por PEGilacion (PEG: polietilenglicol) han dado resultados
diversos. La PEGilacion puede impedir la unién y condensacion de ADNp (Garret y col., 2000) o cambiar morfologias de
poliplex (Nguyen y col., 2000). No obstante, también existen ejemplos en los que se ha logrado con éxito una
condensacion de ADNp después de PEGilacion de policationes (Kwok y col., 1999). Davis y col. han desarrollado un
nuevo método de poliplexes PEGilantes que contienen ciclodextrinas. La Figura 31 ilustra la metodologia (Pun y Davis,
2002).

El componente modificador (ejemplos mostrados en la Figura 32) tiene un adamantano (AD) terminal para formar
complejos de inclusién con ciclodextrinas superficiales, un segmento cargado, un segmento de PEG y un ligando

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2381201 T3

dirigido. Pun y Davis han demostrado que los modificadores decoran la superficie de las particulas y de este modo
permiten crear particulas que: (i) son estables en condiciones salinas fisioldgicas (Figuras 33 y 34) (Pun y Davis (2002)),
(ii) pueden dirigirse a receptores de la superficie celular (Figura 35) y (iii) tienen la carga superficial y la cantidad de
ligandos dirigidos recomendadas (Figura 36) (Pun y Davis, 2002).

Actualmente, la formulacion de particulas estabilizadas se logra mezclando el polication y el modificador antes de
afnadirlos al acido nucleico. El sistema completo se autoensambla espontdneamente en particulas de tamafios
uniformes (el 100% del acido nucleico estd en las particulas) en cuestion de segundos una vez que los tres
componentes estan mezclados entre si (véase la Figura 37), pudiéndose conseguir esta formulacion con
concentraciones de ADNp hasta 10 mg ADNp/ml.

El comportamiento fisicoquimico de las particulas de suministro genético se ha ensayado en modelos de fluidos
biolégicos. Como se ha mostrado mas arriba, las particulas son estables en NaCl 150 mM. Adicionalmente se ha
ensayado la estabilidad en presencia de sangre y componentes sanguineos utilizando un ensayo de turbidez. Es decir,
si se produce agregacion, las entidades agregadas dispersan mas luz que puede ser medida cuantitativamente. La
Figura 38 ilustra este ensayo y muestra que, mientras que los poliplexos no PEGilados forman agregaciones en medios
de cultivo (a) o en suero bovino fetal 100% activo (FBS) (b), las particulas PEGiladas no lo hacen.

Se ha comprobado que existen lipidos cationicos y polimeros que activan el sistema de complemento (Plank y col.,
1996). La Figura 39 muestra que los policationes como PEI y CDP de hecho muestran una activacion de complemento
coherente con los datos proporcionados por Plank y col. (1996). Sin embargo, las particulas completamente formuladas
(Tf-PEG-AD, AD-PEG, CDP y ADNp) no activan el complemento a las concentraciones utilizadas en animales, incluso
cuando no se eliminan los componentes libres (Tf-PEG-AD, PEG-AD con contenido de transferrina, utilizandose la Tf
para dirigirse a los tumores (Pun y col., 2004)).

Suministro sistémico de acidos nucleicos en ratones
Galactosa dirigida a higado con ARNSsi

El ARNsi desnudo no es absorbido en células cultivadas, mientras que el material formulado con CDP (didmetro de
particula 50 nm, Figura 23b) entra esencialmente en todas las células (Figura 40). En nuestras investigaciones, el ARNsi
desnudo no es estable en suero, mientras que las formulaciones de CDP proporcionan proteccion contra la degradacion
por nucleasas (hemos demostrado una proteccion de hasta 72 horas). Por consiguiente, las formulaciones CDP/ARNSsi
son estables en suero y suministran ARNSsi al interior de las células.

En un estudio de hepatocitos diana en ratones, se utiliza la secuencia de ARNsi de Song y col. (2003) para reducir el
gen FAS. Song y col. (2003) demostraron que una inyeccién hidrodinamica (~1 ml de solucién inyectada rapidamente en
la vena caudal) reducia los niveles de FAS ARNm. El método de inyeccion hidrodinamica es muy conocido para
suministrar acidos nucleicos a hepatocitos (Liu y col., 1999; Zhang y col., 1999; Yant y col., 2000), incluyendo ARNSsi
(McCaffrey y col., 2002; Lewis y col., 2002; Song y col., 2003). Los datos mostrados en la Figura 41 se obtuvieron
mediante RT-PCR cuantitativa utilizando ratones BALB/c e inyecciones de 50 ug de ARNsi. De acuerdo con Song y col.
(2003), el método de inyeccion hidrodinamica (HPTV marcado) reducia los niveles de FAS ARNm, mientras que las
inyecciones estandar de bajo volumen (200 pl) de ARNsi desnudo no lo hacian. Sin embargo, las particulas formuladas
con CDP-im que contenian galatosa producian una reduccién similar del FAS ARNm (utilizando una inyeccion estandar
de bajo volumen (200 pl)) a la observada con el método HPTV.

Transferrina dirigida a tumores con ARNSsi

Para facilitar el suministro de acidos nucleicos a células cancerosas, en nuestro sistema de suministro se incorporé
transferrina (Tf) como ligando dirigido (Bellocq y col., 2003a). Las superficies de las células malignas presentan niveles
de receptores de transferrina (TfR) muy superiores a los de las células normales.

Se ha creado un modelo de tumor diseminado en ratones NOD/scid mediante inyecciones de células TC-71 en la vena
caudal que habian sido previamente transducidas con un lentivirus para permitir la integracion del gen de luciferasa
(TC71-LUC). Las células TC-71 son células de sarcoma de Ewig que contienen un gen de fusién denominado BWS-
FLI1 y tienen TfR en su superficie. Se sabe que el producto proteinico de este gen de fusidn participa en la proliferacion
celular.

En primer lugar se ha comprobado que el ARNsi funcional se puede suministrar a tumores utilizando una inyeccion
normal en la vena caudal. La Figura 43 muestra que se puede lograr una gran reduccién de la sefal de luciferasa
mediante el suministro de ARNsi contra la luciferasa utilizando particulas que contienen Tf (reducciéon no observada en
el caso del ARNsi desnudo). A continuacion se ha comprobado que el suministro de ARNsi para EWS-FLI1 (resultados
in vitro mostrados en la Figura 29) puede influir en el crecimiento tumoral (la secuencia es del laboratorio Rossi; Dohjima
y col., 2003) bien en tumores establecidos (Figura 45), bien durante el establecimiento de los tumores (Figura 44)
(inhibe completamente el crecimiento tumoral excepto en el cerebro; las particulas que contienen Tf no cruzan la barrera
hematoencefalica (Pun y col., 2004)). Estos datos demuestran claramente que los vehiculos de suministro permanecen
intactos con ligandos dirigidos en animales. Por ultimo, los resultados de los analisis quimicos de la sangre y la
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patologia de los érganos principales demuestran que el ARNsi es suministrado de forma segura sin provocar ninguna
respuesta inmune (la IL-12 de suero y el interferdn alfa no cambian) ni causar dafios a los 6rganos principales.

Como muestra la Figura 43 (imagen superior), se tomaron imagenes por bioluminiscencia de ratones NOD/scid tratados
dos veces por semana con ARNSsi formulado durante cuatro semanas. Comenzando inmediatamente después de la
inyeccion de células TC71-LUC, los ratones fueron tratados con formulaciones que contenian ARNsi dirigido a EWS-
FLI1 (siEFBP2) o una secuencia de control no dirigida (siCON1) dos veces por semana durante cuatro semanas. La
bioluminiscencia de estos ratones se controlé dos veces por semana.

La figura 42 muestra como se formuld y dirigié el ARNsi dirigido a luciferasa (siGL3). Los componentes del sistema de
suministro incluian: polication con contenido en ciclodextrina (CDP), que condensa el ARNsi y lo protege frente a la
degradacion por nucleasas; conjugado de adamantano-poli(etilenglicol) (AD-PEG), que estabiliza las particulas en
fluidos fisioldgicos a través de la formacién de compuestos de inclusién; conjugado de AD-PEG-transferrina (AD-PEG-
Tf), que proporciona a las particulas un ligando dirigido, promoviendo la absorcién de éstas por células que
sobreexpresan el receptor de transferrina (TfR) en la superficie celular. Ensamblaje de las particulas dirigidas y no
dirigidas: en el caso de las particulas no dirigidas, el CDP y el AD-PEG se combinan y se afiaden a ARNSsi para producir
poliplexos estables pero no dirigidos; en el caso de las particulas dirigidas, el CDP, el AD-PEG y el AD-PEG-Tf se
combinan y se afiaden a ARNsi para producir particulas dirigidas estables. Antes de afadirlo al ARNsi, el CDP se
mezclé con un conjugado de AD-PEGsp en una relacion 1:1 AD:R-CD (mol:mol). Los poliplexos dirigidos también
contenian AD-PEG modificado con transferrina (AD-PEG-Tf) en una relacion 1:1000 AD-PET-Tf:AD-PEG (p:p).
Después, esta mezcla se afiadié a un volumen igual de ARNSsi en una relacion de cargas (cargas positivas del CDP con
respecto a cargas negativas del esqueleto de ARNsi) de 3/1 (+/-). A los poliplexos resultantes se les afiadié un volumen
igual de glucosa al 10% (p/v) en agua para obtener una formulacién de poliplex final con un 5% (p/v) de glucosa (D5W)
adecuada para inyeccion.

El ARNsi formulado se administré mediante inyeccion a baja presion en la vena caudal (LPTV) dos dias consecutivos
(flechas negras) después de la inyeccion de células TC71-LUC. El flujo bioluminiscente integrado (fotones/segundo) se
muestra en grafico en funcion del tiempo después de la inyeccion de células. La expresion de luciferasa observada se
redujo a ~8% de los valores previos al tratamiento (dia 40) el dia 43 (Figura 43). Los tumores de ratones tratados con
los poliplexos formulados dirigidos con contenido de siGL3 mostraron una fuerte reduccion (mayor del 90%) de la sefal
de luciferasa 2-3 dias después de la inyeccion.
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REIVINDICACIONES
Acido nucleico que comprende:
(i) una primera cadena de 15 a 30 nucleétidos de longitud que comprende la SEQ ID NO 4; y
(i) una segunda cadena de 15 a 30 nucleétidos de longitud;

donde al menos 12 nucleétidos de la primera y la segunda cadena son complementarios entre si y forman un
acido nucleico bicatenario bajo condiciones fisiolégicas y donde el acido nucleico bicatenario puede reducir la
expresion de una subunidad 2 (R2) de la ribonucledtido-reductasa en una célula mediante un mecanismo de
ARN-interferencia.

Acido nucleico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque es un ARN bicatenario.
Acido nucleico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque es un ARN en horquilla.

Acido nucleico segin la reivindicacion 3, caracterizado porque la regién de bucle del ARN en horquilla tiene
una longitud de 4 a 10 nucleétidos.

Acido nucleico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la parte bicatenaria del ARN tiene una longitud
de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucledétidos.

Acido nucleico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la primera cadena es un ADN polinucleétido y la
segunda cadena es un ARN polinucleétido.

Acido nucleico segun la reivindicacién 1, caracterizado porque la primera y/o la segunda cadena comprenden
ademas una region protuberante en el extremo 3’, una regién protuberante en el extremo 5 o regiones
protuberantes tanto en el extremo 3’ como en el extremo 5’.

Acido nucleico segln la reivindicacion 7, caracterizado porque la regién protuberante tiene de 1 a 10
nucleétidos de longitud.

Acido nucleico segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porque el acido nucleico comprende
una o mas fracciones con modificaciones de esqueleto o de bases.

Acido nucleico segun la reivindicacion 9, caracterizado porque las fracciones con modificaciones de esqueleto
0 bases son una o mas de las siguientes: alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos, alquilfosfonotioatos,
fosforoamidatos, ésteres fosfato, carbamatos, acetamidato, ésteres carboximetilo, carbonatos y triésteres
fosfato.

Acido nucleico segun la reivindicacién 10, caracterizado porque comprende al menos un ribonucleétido 2'-O-
alquilado.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque la primera cadena
comprende una secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en las SEQ ID NOs 7, 13, 15, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41 y 43.

Acido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque la segunda cadena
comprende una secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en las SEQ ID NOs 8, 14, 16, 26, 28, 30,
32, 34, 36, 38, 40, 42 y 44.

Acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13, caracterizado porque inhibe la expresién de R2
en células en un 50% o mas cuando se pone en contacto con las células bajo condiciones fisiologicas a una
concentracién 10 nanomolar.

Molécula de ARNi aislada que comprende una secuencia que se hibrida en una region de un transcripto de R2
correspondiente a los nucledtidos 422-485 de la SEQ ID NO 1 bajo condiciones fisiolégicas y reduce la
expresion de la R2 en una célula.

Molécula de ARNi aislada segun la reivindicacion 15, caracterizada porque comprende una secuencia que se
hibrida en una region de un transcripto de R2 correspondiente a los nucleétidos 432-475 de la SEQ ID NO 1.

Molécula de ARNi aislada segun la reivindicacion 15, caracterizada porque comprende una secuencia que se
hibrida en una region de un transcripto de R2 correspondiente a los nucleétidos 437-470 de la SEQ ID NO 1.

Molécula de ARNi segun cualquiera de las reivindicaciones 15-17, caracterizada porque comprende al menos
10 nucledtidos consecutivos que son complementarios a una de dichas regiones de R2.
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Molécula de ARNi segun la reivindicacion 18, caracterizada porque tiene una longitud de aproximadamente 14
a aproximadamente 50 nucleétidos.

Molécula de ARNi segun la reivindicacion 19, caracterizada porque es una molécula de ARNi monocatenaria.
Molécula de ARNi segun la reivindicacién 19, caracterizada porque es una molécula de ARNi bicatenaria.

Molécula de ARNi segun cualquiera de las reivindicaciones 15-20, caracterizada porque es una molécula de
ARN que opcionalmente comprende una o mas fracciones con modificaciones de esqueleto o de bases.

Molécula de ARNi segun cualquiera de las reivindicaciones 15-20, caracterizada porque comprende una
cadena de ADN y una cadena de ARN y opcionalmente una o mas fracciones con modificaciones de esqueleto
o de bases.

Molécula de ARNi segun cualquiera de las reivindicaciones 15-23, caracterizada porque es una molécula de
ARN en horquilla que opcionalmente comprende una o mas fracciones con modificaciones de esqueleto o de
bases.

Molécula de ARNi segun la reivindicacion 24, caracterizada porque la parte duplex de la molécula de ARNi
tiene una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 nucleétidos.

Molécula de ARNi segun la reivindicacion 25, caracterizada porque la molécula de ARNi comprende la SEQ ID
NO 4, opcionalmente incluyendo una o mas fracciones con modificaciones de esqueleto o de bases.

Molécula de ARNi segun la reivindicacion 26, caracterizada porque la molécula de ARNi comprende una
secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en las SEQ ID NOs 7, 8, 13-16 y 25-44, opcionalmente
incluyendo una o mas fracciones con modificaciones de esqueleto o de bases.

Molécula de ARNi segun la reivindicacién 27, caracterizada porque comprende al menos un enlace
internucleotidico seleccionado de entre el grupo consistente en alquilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditioatos,
alquilfosfonotioatos, fosforoamidatos, ésteres fosfato, carbamatos, acetamidato, ésteres carboximetilo,
carbonatos y triésteres fosfato.

Molécula de ARNi segun la reivindicacion 28, caracterizada porque comprende al menos un ribonucleétido 2'-
O-alquilado.

Molécula de ARNi segun cualquiera de las reivindicaciones 15-29, caracterizada porque inhibe la expresion de
R2 en las células en un 50% o mas cuando se pone en contacto con las células bajo condiciones fisiologicas a
una concentracion 10 nanomolar.

Composicion farmacéutica que comprende el acido nucleico o la molécula de ARNi segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-30 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 31, caracterizada porque el vehiculo farmacéuticamente
aceptable incluye un polimero catiénico.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 32, caracterizada porque el vehiculo farmacéuticamente
aceptable incluye un polimero de ciclodextrina.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 33, caracterizada porque la estructura de la ciclodextrina es
CDP-im tal como se ilustra en la Figura 27.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 34, caracterizada porque comprende una particula que
incluye un polimero de ciclodextrina y el acido nucleico o la molécula de ARNi segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-30 y esta PEGilada.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 35, caracterizada porque la particula comprende ademas
adamantano.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 36, caracterizada porque adicionalmente comprende un
ligando dirigido a un tipo de tejido o célula particular.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 37, caracterizada porque el ligando comprende galactosa.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 38 que comprende nanoparticulas, caracterizada porque las
nanoparticulas tienen un diametro de 10 a 100 nm.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 39, caracterizada porque las nanoparticulas tienen un
diametro de aproximadamente 50 a 70 nm.
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Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 40, caracterizada porque las nanoparticulas tienen un
diametro de aproximadamente 50 nm.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 31, caracterizada porque el vehiculo farmacéuticamente
aceptable comprende:

un polimero cationico que contiene ciclodextrina modificado con imidazol, y
una fraccién dirigida que comprende adamantano-PEG-ligando,
formando el polimero y la fraccion dirigida nanoparticulas que encapsulan el acido nucleico.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 42, caracterizada porque las nanoparticulas tienen un
diametro de aproximadamente 50 a 120 nm.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 42, caracterizada porque las nanoparticulas tienen un
diametro de aproximadamente 50 a 100 nm.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 42, caracterizada porque las nanoparticulas tienen un
diametro de aproximadamente 50 a 70 nm.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 45, caracterizada porque las nanoparticulas tienen un
diametro de aproximadamente 50 nm.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 42-46, caracterizada porque el ligando
dirigido comprende galactosa.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 42-46, caracterizada porque el ligando
dirigido comprende transferrina.

Utilizacion del acido nucleico o la molécula de ARNi segun cualquiera de las reivindicaciones 1-30 en la
produccién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o afeccién asociada a una proliferacién
celular no deseada.

Utilizacion segun la reivindicacion 49, caracterizada porque las células son células cancerosas o tumorales.
Utilizacion segun la reivindicacion 49, caracterizada porque las células son células patégenas.

Utilizacion segun la reivindicacion 49, caracterizada porque las células son células normales cuya proliferacién
no deseada conduce a una enfermedad o afeccion.

Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 49-52, caracterizada porque el acido nucleico o la molécula
de ARNi se formula con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Utilizacion segun la reivindicacion 53, caracterizada porque el acido nucleico o la molécula de ARNi se formula
con un ligando dirigido a células cancerosas.

Utilizacion segun la reivindicacion 54, caracterizada porque el ligando es transferrina.

Utilizacion segun la reivindicacion 54, caracterizada porque la célula cancerosa es un hepatocito y el ligando
comprende galactosa.

Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 49-56, caracterizada porque el &cido nucleico o la molécula
de ARNi se formula como un componente de una nanoparticula polimérica.

Utilizacion segun la reivindicacion 57, caracterizada porque la nanoparticula tiene un diametro de 10 a 120 nm.
Utilizacion segun la reivindicacion 57, caracterizada porque la nanoparticula tiene un diametro de 50 a 120 nm.
Utilizacion segun la reivindicacion 57, caracterizada porque la nanoparticula tiene un diametro de 50 a 100 nm.
Utilizacion segun la reivindicacion 57, caracterizada porque la nanoparticula tiene un diametro de 50 nm.

Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 59-61, caracterizada porque dicho medicamento se
administra de forma sistémica.

Utilizacion segun la reivindicacion 62, caracterizada porque dicho medicamento se administra por
administracion arterial intrahepatica.

Utilizacion segun la reivindicacion 63, caracterizada porque el cancer es cancer de higado.
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Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones 49-64, caracterizada porque la célula cancerosa expresa
un mayor nivel de R2 en comparacién con una célula no cancerosa de un tejido comparable.

Utilizacion segun la reivindicacion 65, caracterizada porque adicionalmente incluye al menos un agente
quimioterapéutico adicional contra el cancer que inhibe células cancerosas de forma aditiva o sinérgica con el
acido nucleico o la molécula de ARNI.

Utilizacion segun la reivindicacion 66, caracterizada porque el agente quimioterapéutico es fluorouracilo (5FU).
Composicion farmacéutica de suministro especifico al higado, que comprende:
un agente terapéutico hepatico, y

un vehiculo de suministro que comprende (i) un polimero catiénico conteniendo ciclodextrina modificado con
imidazol, y (ii) una fraccién dirigida que comprende adamantano-PEG-ligando,

formando el polimero y la fraccién dirigida nanoparticulas que encapsulan el acido nucleico.
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GRGRGATATTTTATATCCCATGTTCTGECT TTCTT TCCAGCARGOGA TG ATAGTAAR TARAARCTTRO
TEGERGCEATTTASCCARGARG TTCAGATTRCAGAMGOOOGC TG TTTCTATGGC TTCCARATTGOCATGGR

RGCRGRGATEAGGETTTACAC T TGA T T TIGC TGO CTGA TG T TCARRCACC TGATACACARROCATOGE

AGGAGRGACTARGRGARRTRA T TATCARTGC TG T TOGEATAGARCAGERG TTOCTCACTGAGEOCTIGCC
TETEARGCT AT TGEGA TEAR TTGCATC TCTAATGARGCAR TRCAT TEAGTTTS TEECAGARCAGRCTTATG
CTGEARCTREETTT TRGCAAGGT TT TCAGAG TAGAGARCCCATTTIGAC T TTATGERAGRATATTTCACTGE
ARGEAMGACTARC TTCTT TR EARGAGAGT AGECEAG TR TCAGHGER TEGGRETEGATE TCARGTOCRAC
AGAEARTTCTT T TRCC T TEGA T T AT T I TAAR TEGARC TEARGATO TOCCCTTRACTTGEC TEATTTTT
TTT T T CATCTCATARGARARA T CRGC T ARG TG T TACC AR TRGOCACROCATGRATTG TCOGTARTGT
TCATTARCAGCATC T T TAAAR T TG TAGC T A TR AR A T O NG PO T TTTATAG TG CTGETAGT
AT T T T O CAGAR GG TR T CTO TGACT TACCA TAC CACTGACARTGRCAGTCT TRGCTTTA
ARG TEAGEEETGACCCTTTAGTRAGC TTAGC R AGCGHGR T TARRCRGTCCTTTARCCRGCACAGOCAGT
TAAAAGA TGCAG O TR T T TGO AGA TTTTARTCT T TAC TTARA TATARACC TORCACTT TACH,
ARCARARATAARCATTOTT TG TACTCRCGGOGGCEATARTAGC TTEATT TATT RGO TTTC TATROCARATR.
CATTCTCCTGARCCAC TAR TEOGRECCAATTCRCAR T TCACTARE TGACTARRGTRAAGTTARACTTGTATR
GRCTARGCATGTAATTTTTARGT T T TATI T TRATGAR T TAARA TATTTGTTARCCARCTTTAARGTCAGT
CCTETGTATRCCTRGATATTAGT CAGT TGS TGO CAGR TAGAAGRCAGSTTGTETITITATCC TETEEITT
RGO EEGA T T T DG OO T TG A TAGAG TG T TG TRRGATARRGEAATC TCTCAGEECAR
O AGCTTCT TAAGT TARRTCAC TAGAAAT TTAGGGC TECATC TR CCTTCATATO TG TGAGARGOOSTTT
CATTTTRT T TR TG T AT T T T L T AR OO T TG TTEA TGRGARRA R A TTCTTOARGAGT TTTCATAT
TR TARGE T AT AT TG TARAA TTTCARG TCATOCT TARRCA AR TR TOCROCTARGATOTTUCC
TG T ARG TG TG AR TC AR TAGRGETEATTOCTACARG T TG T TCATTICTAGTTTTGT T TGETGTARG
TRGETTGTETGACT TAATTCATTTAT AT T TACTATGTCTET TRAR TCAGAMRATTTTTTATTATCTATATT
CTTCTAGRTTTTACCTGTAGTTCATARARRRAAARARARRARRAAAARAR 3

FIGURA 1
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T AGARGTCCCACT O TET CGETEE TEEE T TEE TEHE TEOCCATTAOGTATORGCT TOCGERGODGE
AGAAARRG TG TG TTC TG CTEC RO CGGEE TOGACAGC TG G UECAMICGEEGEETTCACCTGHCAGE
GTGTCACEATCGRATGCAGGC TR TATCCCAGGTTGGC TAGCEOC T TG TTGEEG TTG TARGECATETA
GEECARAACGTCGTOGE TCCA OO AR T O T T AC ARG TG TGO ATAG TCCATCTOCTTCGOET
ACAGCETETECAGCAGC TOGCRGETE TAT TOGCOE TG TOGE COOGC TOGGEE TGS TCAGETOGECE
ARAARCCTOETIGACATT TETAGCOGA TG TAG TR O TGEROGECTTOATC TOGEATGATCAGOCEGEAT
CAGRTCGECOGTGTTGGTGAGC T TACCCOGCGADGM CAGTACA TGGECAGE TROAMGOTGEAGTHGA
ACAGGARGERCTCCAGCATTACCEN A TGO T T T COGC TPGAGCGCGTOGTUACCGCGETAGTAGTOS
ROGATGAT CTGOEC TT TTCGC TECAGGTAAGGGT T TG T TOCGACCASTCGARGGCATCGTCGATCTG
CTTEGTCERGCAC ARG TORRGAACE TOGAGC TETAGC TCTTEE0ETECACTERACTCCATGARCGECA
TGE TG TORGEACOECCTCT TG TaG GGG e TEAC CGOG TOGTOEATCATGEOCRC TECTCOCROCGETC
GCCTE0ACEETETCGAGCAGEETCAR COCGETEARC RO CCGEAATCOTCC T TGOTGC TOGETEGARCT
CARCGTTIGCCARNG AT CAGE TCG T TGE G OGEAATCTTT TCOGECAACCARAAGTTACOGGTCA
ARCGTTCCCRGACC TECARA T CTT TAGCA TOGAGCARCCGET TCORATTGAT TEOETGCACOOECTCA
MCGRGCTTGCCGETCAT

AT ARG T T T T TACE TR O TAA TCA T AGAGC T T TECC TROC TARCGETOAARMOCCACOGCAR
oGO TGE T To GO CTCACA TTO TC T CAC CARGOAC TROCGE TG TCTCARMGC TRACTCARTGRCAGRE
ACTTIGEAGTTTTACAR ST TCCTCT T TACG T TOC TGECCATRECOGRAGARGCTTETGAACTTTARCATT
GATGAMN TG TCRACCAGC TTCGRGAGCCRCGRCATTEATCACTRACTACADCGRGCAGAREECC A TGGER
GRACOTCCROGGEGAGRC T TATGCTARCATTT TRRARCATGC TCTTTGATGOOGRCAGGGOGE0GATER
ACECCTACECACRCECCATCATEECCRRCGAGECCCTECARGOCARGATTTOCTEECTCOSTARCAAG
GGG oo e T CA D T o CGGAGARGA T TC T TG T T TCC TG TEAT TGARGECATC TTCTTCAT
TAGC T CTTCTACRGCATAG TG TGO GEE T CGGEECC TAR TGO CTGGCATC TGCCTEACCAATA
ACTACATARGTAGEGA TGAGCTEC TOCACACCOGC GO TRCC TCCC TOTTATACRATAGCATGRCABRCC
ARGECTERCOGACCARGEECCACC TGEEA T CAGEREC TE T TTOSCACTGOGETEERGETAGRGACTEC
CTTCATCGRGEC O GTEEAGAGEEEE T TAC T TEETEEATETEOGAGU CATARRGCAGTT T TGLEHEE
CCRCGECCER TOGCATCCTGEETERCA T TGE TCAGGC TOCC TTETATGECACACCACCOCOCRRGER T
TGeCCOGCTCACCTACA TEAC TAGCATCARGCARMC TART T TC TTTCEAGCCARGRGAGTTOOGATTACAC
CATGCTEETEETAGATGACCTTTGEA

FIGURA 2
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