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DESCRIPCION

Inhibicion mediada por ARNi de estados relacionados con factor de necrosis tumoral-c
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere ai campo de composiciones de ARN de interferencia para silenciar el factor de
necrosis tumoral-a (TNF) silenciando el ARNm del receptor de TNF de superficie celular 1 de TNFa (TNFR1), o el
ARNm de la enzima convertidora de TNF« (TACE/ADAM17). El silenciamiente de tales dianas de TNFa es Util para
el tratamiento de pacientes que tienen un estado relacionado con TNFa o corren el riesgo de desarrollar un estado
de este tipo.

Antecedentes de la invencidn

La inflamacién se trata generalmente con un régimen antiinflamatorio convencional que incluye estercides yfo
farmacos antiinflamatorios no estercideos (AINE). La conjuntivitis alérgica, inflamacion ocular, dermatitis, rinitis y
asma se han tratado histéricamente con un régimen de antihistaminicos orales, intranasales o topicos ademas de ¢
estercides orales o infranasales. Normalmente, un tratamiento sistémico requiere que se administren
concentraciones superiores del compuesto farmacolégico para proporcionar una concentracion eficaz para alcanzar
el sitio de tratamiento necesaric. Se sabe que los compuestos antihistaminicos tienen actividad en el sistema
nervioso central; la somnolencia y el secado de las membranas mucesas son un efecto secundario comun del uso
de antihistaminicos. Los AINE y estercides tienen posibles efectos secundarios incluyendo aumento de la presién
intraocular, catarata, glaucoma o queratitis ulcerativa periférica.

El ojo seco, también conocido como conjurtivitis seca o queratoconjuntivitis seca, es un trastorno oftaimoldgico
comun que implica descomposicién de la pelicula de tagrimas preocular, dando como resultado la deshidratacion de
ta superficie externa expuesta del ojo. Hasta la fecha, el ojo seco se ha tratado con administracion topica de
disoluciones de lagrimas artificiales. Algunas de estas disoiuciones contienen sustancias mucomimeticas para
reemplazar o reponer temporaimente la capa de mucina en pacientes deficientes en mucina. Se ha propuesto el uso
de metilprednisolona en un tratamiento de “pulso” a corto plazo para tratar empecramientos dei 0jo seco. Se
requiere que la terapia de “pulso” propuesta evite complicaciones asociadas con ia terapia con estercides tradicional
para estados inflamatorios tales como presion intraccular aumentada y formacion de cataratas.

La citocina TNFx es una diana para la terapia antiinflamatoria de ojo seco y uveitis. En un modelo de conejo de ojo
seco inducido por inflamacion de las glandulas lagrimales, se han logrado la inhibicion de la pigmentacion de la
cHmea y la restauracion de tiempo de ruptura lagrimal mediante ia modutacion especifica de los niveles de TNFo de
la superficial ocular. La terapia de qjo seco resultd inhibiendo la sintesis de TNFa (RDPS8) o neutralizando
especificamente TNFa usande un anticuerpe monocional (REMICADE®) o un receptor soluble (ENBREL®). Cada
uno de estos tratamientos dirigidos a TNFa dic como resultado niveles de eficacia obtenidos con estercides
antiinflamatorios oculares topicos.

La publicacion de patente estadounidense 2005/0227935, publicada el 13 de octubre de 2005, concedida a
McSwiggen et al. se refiere a inhibicion mediada por ARN de interferencia de TNF y la expresion génica del receptor
de TNF. Sin embargo, dicha publicacién no ensefia minguna de las secuencias diana particulares para la
interferencia de ARN tal como se proporciena en el presente documento.

Lindstedt et a/.2005 (The British Journal of Ophtaimology 89(5);533-536) describen la inhibicidn de TNFa mediante
anticuerpos y el uso de tales anticuerpos en el tratamiento de inflamacion ocular

Las realizaciones de la presente invencién abordan la necesidad en la técnica de tratamientos adicionales para el
ojo seco y la inflamacion y proporcionan terapias alternativas para los mismos.

Sumario de la invencién

La presente invercién proporciona intervencion, prevencion o tratamiento altamente potente y eficaz de un estado
ocular relacionado con TNFa sin efectos secundarios asociados a AINE o esteroides, en el que diche estado ocular
relacionado con TNFa es 0jo seco, conjuntivitis alérgica o inflamacién ocular. En un aspecto, a invencion incluye
tratar a un sujeto que tiere un estado ocular relacionado con TNFa o que corre el riesgo de desarrollar un estado
ocular relacionado con TNFa administrande ARN de interferencia que silencia la expresion del ARNm de TACE o
ARNm de TNFR1, interfiiendo asi con el procesamiento proteolitico del precursor para TNFa, o interfiriendo con |a
unién de TNFa a su receptor de superficie celular, respectivamente, atenuando de ese modo la actividad de TNFo e
impidiendo una cascada de acontecimientos retacionados con apoptosis e inflamacion, en el que dicho estado ocular
relacionado con TNFa es ojo seco, conjunitivitis alérgica o inflamacién ocular.

Tal como se describe en el presente documento, estade relacionade con TNFa incluye estados tales come ojo seco
y estados inflamatorios relacionados con TNFa. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento,
estado inflamatorio relacionado con TNFu incluye estados tales como inflamacion ocular, conjuntivitis alérgica,
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dermatitis, rinitis y asma, por ejemplo, e incluye los cambios celulares que resultan de la actividad de TNFa que
conduce directa o indirectamente al estado inflamatorio relacionado con TNFa. Un estado relacionado con TNFo
incluye particularmente estados oculares relacionados con TNFo tales como ojo seco, conjuntivitis alérgica e
inflamacion ocular. El ARN de interferencia descrito en el presente documento proporciona el silenciamiento de las
dianas de TNFa ARNm de TACE o ARNm de TNFR1 mientras que se evitan efectos secundarios no deseados
debidos a agentes no especificos.

En el presente documento se describe un método de atenuacion de la expresidon del ARNm de TACE de un sujeto.
El método comprende administrar al sujeto una composicién que comprende una cantidad eficaz de ARN de
interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos y un portador farmacéuticamente aceptable,
comprendiendo el ARN de interferencia una region de al menos 13 nucledtidos contiguos que tiene una
complementariedad de secuencia de al menos el 90% con, o una identidad de secuencia de al menos el 90% con,
los 13 penditimos nucledtidos del extremo 3’ de un ARNm que corresponde a una cualquiera de SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 14 - SEQ ID NO: 58 y SEQ ID NO: 155 - SEQ ID NO: 201. La expresion de ARNm de TACE se atenla de
ese modo.

En el presente documento se describe también el tratamiento de un estado relacionado con TNFa en un sujeto que
lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composicién que comprende una cantidad eficaz de ARN de
interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, y un portador farmacéuticamente aceptabie, en el que el
ARN de interferencia comprende una regidn de al menos 13 nucledtidos contiguos que tiene una
compiementariedad de secuencia de al menos el 80% con, o una identidad de secuencia de al menos el 90% con,
los 13 pendltimos nuciedtidos del extremo 3' de un ARNm que corresponde a una cualquiera de SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 14 - SEQ ID NO: 58 y SEQ ID NO: 155 - SEQ ID NO: 201. Ei estado relacionado con TNFa se trata de ese
modo.

En el presente documento se describe ademas un método de atenuacion de la actividad de TNFa de un sujeto
atenuando ia expresion de ARNm de TACE o ARNm de TNFR1 de! sujeto, que comprende administrar af sujeto una
composicidn que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49
nucledtidos y un portador farmacéuticamente aceptable y et ARN de interferencia comprende una hebra de
nucledtidos sentido, una hebra de nucledtidos antisentido y una region de complementariedad contigua al menos
casi perfecta de al menos 19 nuciedtidos en el que ia hebra antisentido se hibrida en condiciones fisiologicas con
una parte del ARNm que corresponde a SEQ iD NO: 1 que comprende el nucledtido 297, 333, 334, 335, 434, 470,
493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842, 844, 846, 860, 878, 894, 900, 909, 910, 913, 942, 970, 984, 1002,
1010, 1053, 1064, 1137, 1162, 1215, 1330, 1334, 1340, 1386, 1393, 1428, 1505, 1508, 1541, 1553, 1557, 1591,
1592, 1593, 1597, 16804, 1605, 1626, 1632, 1658, 1661, 1691, 1794, 1856, 1945, 1946, 1947, 1958, 2022, 2094,
2100, 2121, 2263, 2277, 2347, 2349, 2549, 2578, 2595, 2606, 2608, 2629, 2639, 2764, 2766, 2767, 2769, 3027,
3028, 3261, 3264, 3284, 3313, 3317, 3332 & 3337 o en el que la hebra antisentido se hibrida en condiciones
fisioldgicas con una parte det ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucledtido 124, 328, 387,
391, 393, 395, 406, 421, 423, 444, 447, 455, 459, 460, 467, 469, 470, 471, 475, 479, 513, 517, 531, 543, 556, 576,
587, 588, 589, 595, 601, 602, 611, 612, 651, 664, 667, 668, 669, 677, 678, 785, 786, 788, 791, 792, 804, 813, 824,
838, 843, 877, 884, 929, 959, 960, 961, 963, 964, 965, 970, 973, 974, 1000, 1002, 1013, 1026, 1053, 1056, 1057,
1058, 1161, 1315, 1318, 1324, 1357, 1360, 1383, 1393, 1420, 1471, 1573, 1671, 2044, 2045, 2046, 2047, 2048,
2089, 2090, 2091, 2092 6 2098. La expresidon de ARNm de TACE se ateniia cuando |a hebra antisentido se hibrida
con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 tal como se menciond anteriormente. La expresion de
ARNm de TNFR1 se atenlua cuando la hebra antisentido se hibrida con una parte del ARNm que corresponde a SEQ
iD NO: 2 tai como se mencicnd anteriormente.

En ei presente documento se describe ademas el tratamiento de un estado relacionado con TNFa en un sujeto que
lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composicion que comprende una cantidad eficaz de ARN de
interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, vy un portador farmacéuticamente aceptable,
comprendiendo el ARN de interferencia una hebra de nuciedtidos sentido, una hebra de nucledtidos antisentido y
una regién de compliementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos; en el que 1a hebra
antisentido se hibrida en condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que
comprende el nucledtido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842, 844, 846, 860,
878, 894, 900, 909, 910, 913, 942, 970, 984, 1002, 1010, 1053, 1064, 1137, 1162, 1215, 1330, 1334, 1340, 1386,
1393, 1428, 1505, 1508, 1541, 1553, 1557, 1591, 1592, 1593, 1597, 1604, 1605, 1626, 1632, 1658, 1661, 1691,
1794, 1856, 1945, 1946, 1947, 1958, 2022, 2094, 2100, 2121, 2263, 2277, 2347, 2349, 2549, 2578, 2595, 2606,
2608, 2629, 2639, 2764, 2766, 2767, 2769, 3027, 3028, 3261, 3264, 3284, 3313, 3317, 3332 ¢ 3337. El estado
relacionado con TNFa se trata de ese modo.

En el presente documento se describe ademas el tratamiento de un estado ocular relacionado con TNFa en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composicién que comprende una cantidad eficaz de
ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, y un portador farmacéuticamente aceptable,
comprendiendo e} ARN de interferencia una hebra de nucledtidos sentido, una hebra de nucleétidos antisentido y
una region de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos; en el que la hebra
antisentido se hibrida en condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que
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comprende el nucledtido 124, 328, 387, 391, 393, 395, 406, 421, 423, 444, 447, 455, 459, 460, 467, 469, 470, 471,
475, 479, 513, 517, 531, 543, 556, 576, 587, 588, 589, 595, 601, 602, 611, 612, 651, 664, 667, 668, 669, 677, 678,
785, 786, 788, 791, 792, 804, 813, 824, 838, 843, 877, 884, 929, 959, 960, 961, 963, 964, 965, 970, 973, 974, 1000,
1002, 1013, 1026, 1053, 1056, 1057, 1058, 1161, 1315, 1318, 1324, 1357, 1360, 1383, 1383, 1420, 1471, 1573,
1671, 2044, 2045, 2046, 2047, 2048, 2089, 2090, 2091, 2092 6 2098. E| estado relacionado con TNFx se trata de
ese modo.

También podria administrarse al sujeto un segundo ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49
nucledtidos en una realizacion adicional, comprendiendo el segundo ARN de interferencia una hebra de nucledtidos
sentido, una hebra de nucledtidos antisentido y una regién de complementariedad al menos casi perfecta de al
menos 19 nucledtidos en el que la hebra antisentido del segundo ARN de interferencia se hibrida en condiciones
fisioldgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que comprende un nucleodtido tal como se
menciond anteriormente, o en el que |la hebra antisentido se hibrida en condiciones fisioldgicas con una parte del
ARNmM que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en ¢l nucledtido 124, 328, 387, 301, 303, 395, 406, 421, 423,
444, 447, 455, 459, 460, 467, 469, 470, 471, 475, 479, 513, 517, 531, 543, 556, 576, 587, 588, 589, 595, 601, 602,
611, 612, 651, 664, 667, 668, 669, 677, 678, 785, 786, 788, 791, 792, 804, 813, 824, 838, 843, 877, 884, 929, 959,
960, 961, 963, 964, 965, 970, 973, 974, 1000, 1002, 1013, 1026, 1053, 1056, 1057, 1058, 1161, 1315, 1318, 1324,
1357, 1360, 1383, 1393, 1420, 1471, 1573, 1671, 2044, 2045, 2046, 2047, 2048, 2089, 2090, 2091, 2092 6 2098.

Cuando un primer ARN de interferencia selecciona como diana SEQ 1D NQO: 1, el segundo ARN de interferencia
puede seleccionar como diana o bien SEQ ID NO: 1 o bien SEQ ID NO: 2, y a la inversa, cuando un primer ARN de
interferencia selecciona como diana SEQ ID NO: 2, el segundo ARN de interferencia puede seleccionar como diana
o bien SEQ ID NO: 1 o bien SEQ ID NO: 2. Tal como se describe adicionalmente en ¢! presente documento, pueden
administrarse, un tercero, cuarto o mas ARN de interferencia.

En el presente documento se describe también el tratamiento de un estado relacionado con TNFo en un sujeto que
lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composicidon que comprende una molécula de ARNip
bicatenario que regula por disminucion la expresion de un gen de TACE mediante interferencia de ARN, en el que
cada hebra de la molécula de ARNip tiene independientemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 27
nucledtidos de longitud; y una hebra de la molécula de ARNip comprende una secuencia de nucledtidos que tiene
complementariedad sustancial con un ARNm correspondiente al gen de TACE, de manera que la molécula de
ARNip dirige la escision del ARNm mediante interferencia de ARN.

En el presente documento se describe también el tratamiento de un estado ocular relacionado con TNF« en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composiciéon que comprende una molécula de
ARNip bicatenario que regula por disminucion la expresion de un gen de TNFR1 mediante interferencia de ARN, en
el que cada hebra de la molécula de ARNip tiene independientemente de aproximadamente 19 a aproximadamente
27 nucledtidos de longitud; y una hebra de la molécula de ARNip comprende una secuencia de nucledtidos que tiene
complementariedad sustancial con un ARNm correspondiente al gen de TNFR1 de manera que la molécula de
ARNip dirige la escision del ARNm mediante interferencia de ARN.

En el presente documento se describe ademas un método de atenuacion de ia expresion del ARNm de TACE del
sujeto, que comprende administrar al sujeto una composicion que comprende una cantidad eficaz de un ARN de
interferencia monocatenario y un portador farmacéuticamente aceptable. El ARN de interferencia monocatenario
tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos y se hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del ARNm que
corresponde a SEQ ID NO: 1 que comprende el nucledtido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618,
649, 689, 755, 842, 844, 846, 860, 878, 894, 900, 909, 910, 913, 942, 970, 984, 1002, 1010, 1053, 1064, 1137,
1162, 1215, 1330, 1334, 1340, 1386, 1393, 1428, 1505, 1508, 1541, 1553, 1557, 1591, 1592, 1593, 1597, 1604,
1605, 1626, 1632, 1658, 1661, 1691, 1794, 1856, 1945, 1946, 1947, 1958, 2022, 2094, 2100, 2121, 2263, 2277,
2347, 2349, 2549, 2578, 2595, 2606, 2608, 2629, 2639, 2764, 2766, 2767, 2769, 3027, 3028, 3261, 3264, 3284,
3313, 3317, 3332 6 3337, y el ARN de interferencia tiene una region de complementariedad contigua al menos casi
perfecta con la parte hibridante del ARNm correspondiente a SEQ ID NO: 1. La expresion de ARNm de TACE se
atenla de ese modo.

En el presente documento se describe ademas una composicién que comprende un ARN de interferencia que tiene
una longitud de 19 a 49 nuclebtidos, y que comprende una secuencia de nucledtidos que corresponde a una
cualguiera de SEQ ID NO:; 3, SEQ ID NO: 14 - SEQ ID NO: 58 y SEQ ID NO: 155 - SEQ ID NO: 201, o un
complemento de [as mismas; y un portador farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se describe también una composicidn que comprende un ARN de interferencia que
consiste esencialmente en una secuencia de nucledtidos que corresponde a una cualquiera de SEQ ID NO: 59 -
SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 92 y SEQ D NO: 94 - SEQ 1D NO: 154, o un complemento de las
mismas; y un portador farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento se describe también el uso de cualquiera de los aspectos descritos en el presente
documento en la preparacion de un medicamento para atenuar la expresion de ARNm de TACE o de ARNm de
TNFR1 como método de atenuacion de la actividad de TNFa y de ese modo tratar un estado relacionado con TNF o
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tal como se expone en el presente documento.
Breve descripcion de las figuras

Con el fin de gue se ilustre la manera en que se obtienen los objetos mencionados anteriormente y otras ventajas de
la invencion, se hara una descripcion mas particular de la invencidon brevemente descrita anteriormente con
referencia a realizaciones especificas de la misma, que se ilustran, en los dibujos adjuntos. Entendiendo que estos
dibujos sélo representan realizaciones tipicas de la invencidn y por tanto no deben considerarse limitativos de su
alcance, la invencidn se describira con detalle y especificidad adicionales a través del uso de los dibujos adjuntos en
los que:

La figura 1 proporciona una inmunotransferencia de tipo Western para TNFR1 de células GTM-3 transfectadas con
ARNip de TNFR1n.°1, n.® 2, n.° 3y n.° 4, y un ARNip control libre de RISC, cada uno a 10 nM, 1 nM y 0.1 nM; un
ARNip control que no selecciona como diana (NTC2} a 10 nM; y un control de tampén (-ARNip). Las flechas indican
las posiciones de las bandas de TNFR1 de 55 kDa y de actina de 42 kDa.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se define mediante las reivindicaciones.

Las siguientes definiciones y explicaciones pretenden y estan pensadas para controlar cualquier interpretacion futura
a menos que se modifique clara e inequivecamente en los siguientes ejemplos o cuando la aplicacion del significado
haga que cualquier interpretacion carezca de sentido o carezea esencialmente de sentido. En casos en los que la
interpretacion del término haga que carezca de sentido o carezca esencialmente de sentido, la definicion debera
tomarse del diccionario Webster, 32 edicion.

Tal como se usa en el presente documento, todos los porcentajes son porcentajes en peso, a menes que se indique
lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento y a menos que se indique lo contrario, los términcs “un” y “una” se toman

para querer decir “uno”®, “al menos une” 0 "unc o mas”,

El término “ojo seco’, también conocido come conjuntivitis seca o queratoconjuntivitis seca, es un trastorno
oftalmoldgico comin que implica descomposicion de la pelicula de lagrimas preocular, dando como resultado
deshidratacion de la superficie externa expuesta del gjo.

El términc “inflamacion ocular”, tal como se usa en el presente documento, incluye por ejemplo iritis, uveitis,
epiescleritis, escleritis, queratitis, endoftalmitis, blefaritis y estados inflamatorios iatrogénicos.

El término “conjuntivitis alérgica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a inflamacion de la conjuntiva
que es la membrana delicada que reviste los parpados y cubre la superficie expuesta de la esclerdtica. £l término
“conjuntivitis alérgica® incluye, por ejemplo, queratoconjuntivitis atépica, conjuntivitis papilar gigante, conjuntivitis de
la fiebre del heno, conjuntivitis alérgica perenne y queratoconjuntivitis vernal.

La expresion “una regién de al menos 13 nucledtidos contiguos que tiene una complementariedad de secuencia de
al menos el 90% con, © una identidad de secuencia de al menos el 90% con, los 13 pendltimos nucledtidos del
extremo 3’ de un ARNm que corresponde a uno cualquiera de (un identificador de secuencia)” permite una Unica
sustitucion  de  nucledtidos. Dos  sustituciones de nucledtidos (es  decir, 1113 = 85% de
identidad/compiementariedad) no se incluyen en tal expresion,

£l término “porcentaje de identidad” describe el porcentaje de nuciedtidos contiguos en una primera molécula de
acido nucleico que son los mismos que en un conjunto de nucledtidos contiguos de la misma longitud en una
segunda moiécula de acido nucleico. El término “porcentaje de complementariedad” describe el poreentaje de
nucledtidos contiguos en una primera molécula de acido nucleico que pueden experimentar apareamiento de bases
en el sentido de Watson-Crick con un conjunto de nucledtidos contiguos en una segunda molécula de Acido
nucieico.

Tal como se usa en el presente documento, el término “hibridacion” significa y se refiere a un procedimiento en el
que acidos nucleicos monocatenarios con secuencias de bases complementarias o casi complementarias
interaccionan para formar complejos unidos por puentes de hidrogeno denominados hibridos. Las reacciones de
hibridacién son sensibles y selectivas. In vitro, la especificidad de hibridacién {es decir, rigurosidad) se controla por
ejemplc mediante las concentraciones de sal ¢ formamida en las disciuciones de prehibridacion e hibridacion y
mediante la temperatura de hibridacién; tales procedimientos se conocen bien en la técnica. En particular, se
aumenta la rigurcsidad reduciendo la concentracion de sal, aumentando la concentracion de formamida o elevando
la temperatura de hibridacion.

Por ejemplo, pueden producirse condiciones de alta rigurosidad a formamida a aproximadamente el 50% a de 37°C
a 42°C. Pueden producirse condiciones de rigurosidad reducida a formamida a aproximadamente del 35% al 25% a
de 30°C a 35°C. Se proporcionan ejemplos de condiciones de rigurosidad para la hibridacion en Sambrook, J., 1989,
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Marbor, N.Y. Los
ejemplos adicionales de condiciones de hibridacion rigurosas incluyen NaCl 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4, EDTA
1 mM, 50°C o 70°C durante 12-16 horas seguido por lavado, o hibridacion a 70°C en 1XSSC o 50°C en 1XSSC,
formamida al 50% seguido por lavado a 70°C en 0,3XSSC, o hibridacién a 70°C en 4XSSC o 50°C en 4XSSC,
formamida al 50% seguido por lavado a 67°C en 1XSSC. La temperatura para la hibridacién es de aproximadamente
5-10°C menos que la temperatura de fusidn (Tn) del hibrido en el que T se determina para hibridos entre 19 y 49
pares de bases de longitud usando el siguiente calculo: T, °C = 81,56 + 16,6(legqo[Na+]) + 0,41 (% de G+C} - (BOO/N)
en la que N es el numero de bases en el hibrido, y [Nat] es la concentracion de icnes sodio en el tampén
hibridacion.

Las secuericias de acido nucleico mencionadas en el presente documento se escriben en una direccionde 5'a 3' a
menos que se indique lo contrario. El término “acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere
a o bien ADN o bien ARN o bien una forma medificada de los mismos que comprende las bases de purina o
pirimidina presentes en el ADN (adenina "A”, citosina “C”, guanina “G”, timina “T") o en el ARN (adenina "A", citosina
*C", guanina "G", uracilo “U"). Los ARN de interferencia proporcionades en el presente documento pueden
comprender bases “T", particularmente en los extremos 3, aun cuando las bases “T" no se produzcan de manera
natural en el ARN. “Acido nucleico” incluye los términos "oligonucledtido” y “polinucleétide” y puede hacer referencia
a una molécula monocatenaria 0 una molécula bicatenaria. Una molécula bicatenaria se forma mediante
apareamiento de bases de Watson-Crick entre bases Ay T, bases C y G, y entre bases A y U. Las hebras de una
molécula bicatenaria pueden tener complementariedad parcial, sustancial o completa entre si y formaran un hibrido
duplex, cuya fuerza de union depende de la naturaleza y el grado de complementariedad de la secuencia de bases.

Una secuencia de ARNm se deduce facimente a partir de la secuencia de la secuencia de ADN correspondiente.
Por ejemplo, SEQ ID NO: 1 proporciona la secuencia de la hebra sentido del ADN que corresponde al ARNm para
TACE. La secuencia de ARNm es idéntica a la secuencia de la hebra sentido del ADN reemplazandose las bases
“T° por bases "U". Por tanto, se conoce la secuencia de ARNm de TACE a partir de SEQ ID NO: 1 y se conoce el
ARNm de TNFR1 a partir de SEQ ID NO: 2.

La interferencia de ARN (ARNi) es un procedimiento mediante el que se usa ARN bicatenario (ARNbc) para silenciar
la expresion génica. Sin querer restringirse a la teoria, la ARNi comienza con la escisién de ARNbc mas largos en
ARN de interferencia pequefios (ARNip) mediante una enzima similar a ARNasa I}, Dicer. Los ARNip son ARNbc
que tienen habHualmente de aproximadamente 19 a 28 nucledtidos, o de 20 a 25 nucledtidos, o de 21 a 22
nucledtidos de longitud y a menudo contienen proyecciones en 3' de 2 nucledtidos, y extremos terminales de fosfato
en 5 e hidroxilo en 3. Una hebra del ARNip se incorpora en un complejo de ribonuclecproteina conocido como
complejo silenciador inducido por ARN ("RNA-induced silencing complex”, RICS). El RISC usa esta hebra de ARNip
para identificar moléculas de ARNm que son al menos parcialmente complementarias a la hebra de ARNip
incorporada, y entonces escinde estos ARNm diana o inhibe su traduccién. Por tanto, la hebra de ARNip que se
incorpora al RISC se conoce como hebra guia 0 hebra antisentids. La otra hebra del ARNip, conocida como hebra
pasajera 0 hebra sentido, se elimina del ARNip y es al menos parcialmente homologa al ARNm diana. Los expertos
en la técnica reconoceran que, en principio, cualquier hebra de un ARNip puede incorporarse al RISC y funcionar
como hebra guia. Sin embargo, el disefio de ARNip (por ejemplo, disminucion de la estabilidad del diplex de ARNip
en el extremo &' de la hebra guia deseada) puede favorecer la incorporacidn de la hebra guia deseada al RISC.

La escisidn mediada por RISC de ARNm que tienen una secuencia al menos parciaimente complementaria a la
hebra guia conduce a un aumento en el nivel en estado estacionario de ese ARNm y de la proteina correspondiente
codificada por este ARNm. Alternativamente, RISC también puede disminuir ja expresién de la proteina
correspondiente mediante represion de la traduccién sin escisién del ARNm diana. Otras moléculas de ARN y
moléculas similares a ARN también pueden interaccionar con RISC y silenciar la expresion génica. Los ejemplos de
otras moléculas de ARN que pueden interaccionar con RISC incluyen ARN en horquilla pequefos (ARNhp), ARNip
monocatenarios, microARN (mARNi) y dapiex de Dicer-sustrato de 27 meros. El término "ARNip” tal como se usa en
el presente documento se refiere a un ARN de interferencia bicatenario a menos que se indique 1o contrario. Los
ejemplos de moléculas similares a ARN que pueden interaccionar con RISC incluyen moléculas de ARN que
contienen uno o mas nucledtidos quimicamente modificados, uno o mas desoxirribonuciedtidos y/o una o mas
uniones distintas de fosfodiéster. Para los fines de la presente discusion, todas las moléculas de ARN o similares a
ARN que pueden interaccionar con RISC y participar en los cambios mediados por RISC en la expresion génica se
denominaran “ARN de interferencia®. Por tanto, los ARNip, ARNhp, mARNi y duplex de Dicer-sustrato de 27 meros
son subconjuntos de "ARN de interferencia”.

E! ARN de interferencia de las realizaciones de la invencion parece actuar de manera catalitica para escindir el
ARNm diana, es decir, e} ARN de interferencia puede efectuar la inhibicién dei ARNm diana en cantidades
subestequicmétricas. En comparacion con terapias antisentido, se requiere significativamente menos ARN de
interferencia para proporcionar un efecto terapéutico en tales condiciones de escision,

La presente invencion se refiere al uso de ARN de interferencia para inhibir la expresion del receptor de superficie
celular de TNF« receptor 1 de TNFo (TNFR1) ¢ la enzima convertidora de TNFa (TACE/ADAM17, denominada en el
presente documento “TACE"), cuya inhibicion reduce la actividad del factor de necrosis tumoral-a (TNFa). La unidn
de TNFa a su receptor de superficie celular, receptor 1 de TNF {TNFR1), activa una cascada de sefalizacion que
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afecta a una variedad de respuestas celulares incluyendo apoptosis e inflamacién. El propio TNFa se expresa
inicialmente como un precursor inactive, unido a la membrana. La liberacidn de la forma activa de TNFa de la
superficie celular requiere e! procesamiento proteolitico del precursor mediante la enzima convertidera de TNFa
(TACE/ADAM1T), un miembro de la familia de 'desintegrina A y metaloproteasa’ (ADAM).

Segun la presente invencién, la inhibicién de la expresidn de ARNm de TNFR1, ARNm de TACE o los ARNm tanto
de TNFR1 como TACE reduce eficazmente ia accion de TNFa. Ademas, los ARN de interferencia expuestos en el
presente documento proporcionados exdgenamente o expresados endégenamente son particutarmente eficaces en
el silenciamiento de ARNm de TNFR1 o ARNm de TACE.

ARNm de enzima convertidora de factor de necrosis tumoral-a (TACE/ADAM17). La base de datos GenBank
proporciona la secuencia de ADN para TACE con el nimero de registro NM_003183, proporcionada en la "lista de
secuencias” como SEQ ID NO: 1. SEQ 1D NO: 1 proporciona la secuencia de la hebra sentido del ADN que
corresponde al ARNm que codifica para TACE (con la excepcidn de bases "T" por bases “U"). La secuencia
codificante para TACE es de desde los nucledtidos 184 - 2658.

Equivalentes de la secuencia de ARNm de TACE menciocnada anteriormente son formas de corte y empalme
alternativas, formas alélicas, isoenzimas ¢ un cognade de las mismas. Un cognado es un ARNm de enzima
convertidora de factor de necrosis tumoral-a de otra especie de mamifero que es homdlogo a SEQ ID NO: 1 (es
decir, un ortdlogo).

ARNm de receptor 1 de factor de necrosis tumoral (TNFR1). La base de datos GenBank proporciona la secuencia de
ADN para TNFR1 con el nimero de registro NM_001065, proporcionada en |a “lista de secuencias” como SEQ ID
NQ: 2. SEQ ID NO: 2 proporciona la secuencia de la hebra sentido del ADN que corresponde al ARNm que codifica
para TNFR1 (con la excepcién de bases “T" por bases “U”). La secuencia codificante para TNFR1 es de desde los
nucledtidos 282 - 1649.

Equivalentes de la secuencia de ARNm de TNFR1 mencicnada anteriormente son formas de corte y empalme
alternativas, formas alélicas, isoenzimas o un cognado de las mismas. Un cognado es un ARNm de receptor 1 de
factor de necrosis tumoral de otras especies de mamiferos que es homéloge a SEQ ID NO: 2 (es decir, un ortdlogo).

Afenuacion de la expresion de un ARNm: La expresion, “atenuacion de la expresion de un ARNm”, tal como se usa
en el presente documento, significa la administracién o expresion de una cantidad de ARN de interferencia (por
ejemplo, un ARNip) para reducir [a traduccion del ARNm diana en proteina, o bien a través de la escisién del ARNm
o hien a través de {a inhibicion directa de la traduccion. La reduccidon en la expresidn del ARNm diana o la proteina
correspondiente se denomina com(nmente “inactivacion” (“krnock-down”) y se notifica en relacidn con los niveles
presentes tras la administracion o expresidén de un ARN control que no selecciona como diana (por ejemplo, un
ARNip control que no selecciona comeo diana). Se contempla en las realizaciones del presente documento la
inactivacion de !a expresion de una cantidad incluyendo y entre e! 50% y el 100%. Sin embargo, no es necesario que
se logren tales niveles de inactivacién para los fines de la presente invencion. En una realizacién, se administra un
unico ARN de interferencia que selecciona como diana el ARNm de TACE o ARNm de TNFR1. En otras
realizaciones, se administran dos ¢ mas ARN de interferencia que seleccionan como diana € ARNm de TACE o
ARNm de TNFR1. En realizaciones adicionales, los ARN de interferencia que seleccionan como diana cada uno del
ARNm de TACE y ARNm de TNFR1 se administran en combinacién o en un intervalo de tiempo de modo que
tengan efectos solapantes.

La inactivacién se evalua cominmente midiendo los niveles de ARNm usando amplificacién por reaccidén en cadena
de la polimerasa cuantitativa (QPCR) o midiendo los niveles de proteina mediante inmunotransferencia de tipo
Westem o ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). E! analisis del nive! de proteinas proporciona una
evaluacion de tanto la escisidn de! ARNm asi como de la inhibicién de la traduccion. Las técnicas adicionales para
medir la inactivacién incluyen hibridacion de la disolucidn de ARN, proteccidon de nucleasas, hibridacién de tipo
Northern, monitorizacion de la expresion génica con un microalineamiento, unién a anticuerpos, radicinmunoanalisis
y analisis de células activadas por fluorescencia.

La inhibicién de TACE o TNFR1 también puede determinarse in vitro evaluando los niveles de ARNm diana o los
niveles de proteinas diana en, por ejemplo, células epiteliales de cornea humana tras la transfeccion de ARN de
interferencia de TACE o TNFR1 tal como se describe mas adelante.

La inhibicién de la actividad de TNFa debida a la inhibicion de la expresion de! ARNm de TACE o de la expresion del
ARNm de TNFR1 también se infiere en un ser humano ¢ mamifero observandc una mejora en un sintoma del
estado relacionado con TNFa tal como mejora en sintomas relacionados con ojo seco, conjuntivitis alérgica,
inflamacién ocular, dermatitis, rinitis o asma. Una mejora en cualquiera de los sintomas de ojo seco, edema,
picazon, inflamacién o tolerancia a exposiciones ambientales, por ejemplo, es indicative de la inhibicion de fa
actividad de TNFa.

ARN de interferencia: En una realizacion de la invencién, el ARN de interferencia (por ejemplo, ARNip} tiene una
hebra sentidc y una hebra antisentido, y las hebras sentido y antisentido comprenden una region de
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complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleotidos. En una realizacion adicional de la
invencidn, el ARN de interferencia {por ejemplo, ARNip) tiene una hebra sentido y una hebra antisentido, y la hebra
antisentido comprende una regidn de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19
nucledtidos con una secuencia diana del ARNm de TACE o ARNm de TNFR1, y la hebra sentido comprende una
region de identidad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleétidos con una secuencia diana de! ARNm
de TACE o ARNm de TNFR1, respectivamente. En una realizacion adicional de la invencién, el ARN de interferencia
comprende una region de al menos 13, 14, 15, 16, 17 ¢ 18 nucledtidos contiguos que tiene porcentajes de
complementariedad de secuencia con o que tiene porcentajes de identidad de secuencia con los penuitimos 13, 14,
15, 18, 17 6 18 nucleébtidos, respectivamente, del extremo 3' de la secuencia diana correspondiente dentro de un
ARNm.

La longitud de cada hebra del ARN de interferencia comprende de 19 a 49 nucledtidos, y puede comprender una
longitud de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48 § 49 nucledtidos.

La hebra antisentido de un ARNip es el agente activo de guiado del ARNip porque la hebra antisentido se incorpora
al RISC, permitiendo asi que el RISC identifique los ARNm diana con complementariedad al menos parcial con la
hebra de ARNip antisentido para la escision o represidn de la traduccian.

Tal como se describe en el presente documento, se seleccionan secuencias diana de ARN de interferencia (por
ejemplo, secuencias diana de ARNip) dentro de una secuencia de ARNm diana usando herramientas de disefio
disponibles. Los ARN de interferencia que corresponden a una secuencia diana de TACE o TNFR1 se someten a
prueba entonces mediante transfeccion de célutas que expresan el ARNm diana seguido por la evaluacion de la
inactivacion tal como se describié anteriormente.

Se proporcionan técnicas para seleccionar secuencias diana para ARNip por Tuschi, T. et al., “The siRNA User
Guide®, revisado el 6 de mayo de 2004, disponible en la pagina web de la Universidad Rockefeller; por el boletin
técnico n.® 508, “siRNA Design Guidelines”, Ambion Inc. en la pagina web de Ambion; y por otras herramientas de
disefic basadas en Intemet en, por ejemplo, tas paginas web de Invitrogen, Dharmacon, Integrated DNA
Technologies, Genscript o Proligo. Los pardmetros de busqueda iniciales pueden incluir contenidos en G/C de entre
el 35% y el 55% y longitudes de ARNip de entre 19 y 27 nucledtidos. La secuencia diana puede estar ubicada en la
region codificante © en las regiones no traducidas en 5’ 0 3' de los ARNm.

Se presenta una realizacion de una secuencia diana de ADN de 19 nucledtidos para ARNm de TACE en los
nucleotidos de 297 a 315 de SEQ ID NO: 1:

5.GCTCTCAGACTACGATATT-3' SEQ ID NO: 3.

Un ARNip de la invencién para seleccionar como diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 3
y que tiene hebras de 21 nucledtidos y una proyeccidn en 3 de 2 nucledtidos es:

5'-GCUCUCAGACUACGAUAUUNN-3 SEQID NO: 4
3'-NNCGAGAGUCUGAUGCUAUAA-5’ SEQ D NO: 5.

Cada residuo "N" puede ser cualguier nucleétido (A, C, G, U, T) o nucledtido modificado. El extremo 3' puede tener
varios residuos "N" entre e incluyendo 1, 2, 3, 4, 5 y B. Los residuos “N” en cualquier hebra pueden ser el mismo
residuo (por ejemplo, UL, AA, CC, GG o TT) o pueden ser diferentes (por ejemplo, AC, AG, AU, CA, CG, CU, GA,
GC, GU, UA, UC o UG). Las proyecciones en 3' pueden ser iguales o pueden ser diferentes. En una realizacion,
ambas hebras tienen una proyeccion UU en 3.

Un ARNip de la invencién para seleccionar como diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ iID NO: 3
y que tiene hebras de 21 nucleédtidos y una proyeceiéon UU en 3’ en cada hebra es:

5'-GCUCUCAGACUACGAUAUUUY-3 SEQIDNO: 8
3-UUCGAGAGUCUGAUGCUAUAA-5 SEQID NO: 7.

El ARN de interferencia también puede tener una proyeccién en 5 de nucleétidos o puede tener extremos romos. Un
ARNip de la invencién para seleccionar como diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 3 y
que tiene hebras de 19 nucleétidos y extremos romos es:

5-GCUCUCAGACUACGAUAUU-3 SEQID NO: 8
3-CGAGAGUCUGAUGCUAUAA-5 SEQID NO: 8.

Las hebras de un ARN de interferencia bicatenario (por ejemplo, un ARNip) pueden conectarse para formar una
estryctura en horguilla o en tallo-bucle (por ejemplo, un ARNhp). Un ARNhp de la invencién gue selecciona como
diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 3 y que tiene una region de tallo bicatenaria de
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19 pb y una proyeccién UU en 3' es:

NNN
/N
St ~-GCUCUCAGACUACGAUAUT N
3 ' -UUCGAGAGUCUGAUGCUAUAA N SEQ ID NO:10.

N/
NNN

N es un nucledtido A, T, C, G, U, o una forma modificada conocida por un experto habitual en la técnica. El numero
de nucledtidos N en &l bucle es un namero entre e incluyendo de 3a 23, 0de5a 15, 0de7a13,0ded4a 9, 0de 8
a 11, o el nimero de nucledtidos N es 9. Algunos de los nucledtidos en el bucle pueden estar implicados en
interacciones de pares de bases con otros nucledtidos en el bucle. Los ejemplos de secuencias de oligonucledtidos
que pueden usarse para formar el bucte incluyen 5'-UUCAAGAGA-3' (Brummelkamp, T.R. et al. (2002) Science 296:
550) y 5-UVUGUGUAG-S’ (Castanotto, D. et al. (2002) RNA 8:1454). Un experto en la técnica reconocera que el
oligonuciedtido de cadena sencilla resultante forma una estructura en tallo-bucle ¢ en horquilla gue comprende una
region bicatenaria que puede interaccionar con ia magquinaria de ARNi.

La secuencia diana de ARNip identificada anteriormente puede extenderse en el extremo 3’ para faciiitar el disefio
de duplex de Dicer-sustrato de 27 meros. La extension de la secuencia diana de ADN de 19 nucledtidos (SEQ 1D
NO: 3) identificada en la secuencia de ADN de TACE (SEQ ID NO: 1) en 6 nucledtidos produce una secuencia diana
de ADN de 25 nucledtidos presente en los nucledtidos de 2987 a 321 de SEQ 1D NO: 1:

5-GCTCTCAGACTACGATATTCTCTCT-3 SEQ ID NO: 11,

Un duplex de Dicer-sustrato de 27 meros de la invencién para seleccionar coma diana una secuencia de ARNm
correspondiente de SEQ ID NO: 11 es:

5-GCUCUCAGACUACGAUAUUCUCUCU-3 SEQIDNO: 12
3-UUCGAGAGUCUGAUGCUAUAAGAGAGA-Y SEQ ID NO: 13,

Los dos nucledtidos en el extremo 3’ de la hebra sentido (es decir, los nucledtidos CU de SEQ ID NO: 12) pueden
ser desoxinucledtidos para un procesamiento potenciado. Ef disefio del diplex de Dicer-sustrato de 27 meros a partir
de secuencias diana de 19-21 nucledtidos, tal como se proporciona en el presente documento, se trata
adicionalmente por la pagina web de Integrated DNA Technologies (IDT) y por Kim, D. -H. et al., (febrero de 2005)
Nature Biotechnology 23:2; 222-226.

Cuando se producen ARN de interferencia mediante sintesis quimica, la fosforilacion en la posicidn 5 del nucledtido
en el extremo 5 de una o ambas hebras (cuando estdn presentes) puede potenciar la eficacia del ARNip y la
especificidad del complejo RISC unido pero no se requiere puesto que la fosforilacién puede producirse
intracelularmente.

La tabla 1 enumera ejemplos de secuencias diana de ADN de TACE de SEQ ID NO: 1 a partir de las que se disefian
ARNip de la presente invencion de una manera tal como se expuso anteriormente. TACE codifica para la enzima
convertidora de factor de necrosis tumoral-a, tal como se indico anteriormente.

Tabia 1. Secuencias diana de TACE para ARNip

n.® de nucledtido de inicio
Secuencia diana de TACE con referencia a SEQ 1D SEQ ID NO:
NO: 1
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GCTCTCAGACTACGATATT 297 3

CCAGCAGCATTCGGTAAGA 333 14
CAGCAGCATTCGGTAAGAA 334 15
AGCAGCATTCGGTAAGAAR 335 16
AGAGATCTACAGACTTCAA 355 17
GAAAGCGAGTACACTGTAR 493 is
CCATGAAGAACACGTGTAA 842 19
GAAGAACACGTGTAAATTA 846 20
ATCATCGCTTCTACAGATA 878 21
AGAGCAATTTAGCTTTGAT 1137 22
GGTTTGACGAGCACRARGA 1330 23
TGATCCGGATGGTCTAGCA 1428 24
GCGATCACGAGAACAATAA 1508 25
GCAGTAAACAATCAATCTA 1541 26
CAATCTATAAGACCATTGA 1583 27
TTTCAAGAACGCAGCAATA 1581 28
TTCAAGAACGCAGCAATAA 1592 29
TCAAGAACGCAGCAATAAA 1593 30
TCATGTATCTGARCARCGA 1661 31
ACAGCGACTGCACGTTGAM 1691 32
GATTAATGCTACTTGCAAN 1754 33
CTGGAGTCCTGTGCATGTA 1945 34
TGGAGTCCTGTGCATGTAA 1946 35
GGAGTCCTGTGCATGTAAT 1547 36
CATGTAATGARACTGACAA 1958 37
CTATGTCGATGCTGAACAA 2022 a8
CAAATGTGAGAAACGAGTA 2100 39
GCATCGGTTCGCATTATCA 2347 40
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ATCGGTTCGCATTATCAAR 2349 41
CCAAGTCATTTGAGGATCT 2549 42
CCGGTCACCAGARGTGAAA 2578 43
AAAGGCTGCCTCCTTTAAA 2595 44
TTTARACTGCAGCGTCAGA 2608 45
AGATGCTGGTCATGTGTTT 2764 46
ATGCTGGTCATGTGTITGA 2766 a7
TGCTGGTCATGTCTTTGAM 27671 48
CTGGTCATGTGTTTGAACT 2769 49
TGTAATGAACCGCTGAATA 3027 50
GTAATGAACCGCTGAATAT 3028 51
CTAAGACTAATGCTCTCTA 3261 52
AGACTAATGCTCTCTAGAA 3264 53
CCTAACCACCTACCTTACA 3284 54
TACATGGTAGCCAGTTGAA 3313 55
TGGTAGCCAGTTGAATTTA 3317 56
TTTATGGAMTCTACCAACT 3332 57
GGAATCTACCAACTGTTTA 3337 58
CATCAAGTACTGAACGTTT 434 158
TCGTCGTGGTGGATGGTAA a70 1.56
CAAAGCGAGTACACTGTAA 493 157
GAGCCTGACTCTAGGGTTC 547 158
CCACATAAGAGATGATGAT 570 1159
CATARGAGATGATGATGTT 573 160
CGAATATAACATAGAGCCA 618 161
GTTAATGATACCAARGACA 649 162
CTGAAGATATCAAGAATGT 689 163
ATGAAGAGTTGCTCCCAAA 758 164
ATGAAGAACACGTGTAMAT 844 165
AATTATTCGTGGTAGCAGA 860 166
ATCATCGCTTCTACAGATA 878 167
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ATACATGGGCAGAGGGGAA 894 168
GGGCAGAGGGGAAGAGAGT 900 169
GGAAGAGAGTACAACTACA 509 170
GAAGAGAGTACAACTACAA 910 171
GAGAGTACAACTACAAATT 913 172
GCTAATTGACAGAGTTGAT 942 173
CGGAACACTTCATGGGATA 970 174
GGATAATGCAGGTTTTAAA 384 178
AGCGCTATGGAATACAGATA 1002 176
GAATACAGATAGAGCAGAT 1010 179
GGTAARACCTGGTGAAAAG 1653 178
GTGAARAGCACTACAACAT 1064 179
GAGGAAGCATCTAMAGTTT 1162 180
 TATGGGAACTCTTGGATTA 1215 181
: TGACGAGCACAAAGAATTA 1334 182
GCACARAGAATTATGGTAA 1340 183
GGTTACAACTCATGAATTG 1386 184
ACTCATGARTTGGGACATA 1393 185
GTGGCGATCACGAGARCAN 1505 186
CTATAAGACCATTGAARGT 1557 187
GAACGCAGCARTARAGTTT 1597 188
GCAATAARGTTTGTGGGAA 1604 189
CAATAAAGTTTGTGGGAAC 1605 150
GAGGGTGGATGAAGGAGAA 1626 191
GGATGAAGGAGAAGAGTGT 1632 192
GCATCATGTATCTGAMCAR 1658 193
CAGGAAATGCTGAAGATGA 1956 153
GAATGGCAAATGTGAGAAA 2094 195
GGATGTAATTGAACGATTT 2121 196
GTGGATRAGAAATTCGATA 2263 157
GGATAAACAGTATGAATCT 2271 198
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CCTTTAAACTGCAGCGTCA - 2606 139
CGTGTTGACAGCAAAGARA | 2629 200
GCAMAGAAACAGAGTGCTA | 2639 201

La tabla 2 enumera ejemplos de secuencias diana de ADN de TNFR1 de SEQ ID NO: 2 a partir de las que se
disefian ARNip de la presente invencion de una manera tal como se expuso anteriormente. TNFR1 codifica para el
receptor 1 de factor de necrosis tumoral a, tal como se indicé antericrmente.

Tabla 2. Secuencias diana de TNFR1 para los ARNip

n.® de nucledtido de inicic
Secuencia diana de TACE ceon referencia a SEQ ID SEQ ID NO:
ACCAGGCCGTGATCTCTAT 124 —= 59
AATTCGATTIGCTGTACCA 444 60
TCGATTTGCTGTACCAAGT 447 61
ACAAAGGAACCTACTTGTA 469 62
GAACCTACTTGTACAATGA 475 63
CTACTTGTACAATGACTGT 479 64
TGTGAGAGCGGCTCCTTCA 531 65
TCAGGTGGAGATCTCTTCT 611 66
CAGGTGGAGATCTCTICTT 612 67
AGAACCAGTACCGGCATTA 667 68
GAACCAGTACCGGCATTAT 668 69
AACCAGTACCGGCATTATT 669 70
CCGGCATTATTGGAGTGAA 677 71
CGGCATTATTIGGAGTGAAA 678 72
AGCCTGGAGTGCACGAAGT 843 73
CTCCTCTTCATTIGGTTTAA 960 74
TTGGTTTAATGTATCGCTA 970 75
GTTTAATGTATCGCTACCA 973 76
TTTARTGTATCGCTACCAA 574 77
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AGTCCAAGCTCTACTCCAT 1000 78
GAGCTTGAAGGAACTACTA 1053 79
CTTGAAGGARCTACTACTA 1656 80
TTGARGGAACTACTACTAA 1057 81
ACAAGCCACAGAGCCTAGA 1318 a2
TGTACGCCGTGGTGGAGAR 1357 83
CCGTTGCGCTGGAAGGART 1383 84
TCTAAGGACCGTCCTGCGA 1671 85
CTARTAGAAACTTGGCACT 2044 86
TAATAGARACTTGGCACTC 2045 87
AATAGARACTTGGCACTCC 2046 88
ATAGARACTTGGCACTCCT 2047 a9
TAGAAACTTGGCACTCCTO 2048 80
ATAGCARGC TGAACTGTCC 2089 91
TAGCAAGCTGAACTGTCCT 2050 92
AGCARGCTGAACTGTCCTA 2091 93
GCARGCTGARCTGTCCTAA 2092 94
TGAACTGTCCTAAGGCAGG 2098 95
CAAAGGAACCTACTTGTAC a70 96
GAGCTTGAAGGAACTACTA 1053 97
CACAGAGCCTAGACACTGA 1324 38
TCCAAGCTCTACTCCATTG 1002 a9
TGGAGCTCTTCGTGGGAAT 328 100
GACAGCGAGRAGAGAGATA 387 101
GGGAGAAGAGAGATAGTGT 391 102
GAGAAGAGAGATAGTGTGT 393 103
CAAGAGAGATAGTGTGTGT 395 104
GTGTGTGTCCCCAAGGAAR 406 105
GAAAATATATCCAC CCTCA 421 106
AARTATATCCACCCTCAAA 323 107
CTGTACCAAGTGCCACAARA 455 108
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ACCAAGTGCCACAARGGAR 459 109
CCAAGTGCCACAAAGGAARC 460 110
CCACARAGGAACCTACTTG 467 111
CAAAGGAACCTACTTGTAC 470 112
AAAGGAACCTACTTGTACA 371 113
GATACGGACTGCAGGGAGT 513 114
CGGACTGCAGGGAGTGTGA 517 115
TCCTTCACCGCTTCAGAAR 543 116
CAGARAACCACCTCAGACA 556 117
TECCTCAGCTGCTCCAAAT 576 118
CTCCAAATGCCGAARGGAA 587 119
TCCARATGCCGAARGGAARA 586 120
CCARATGCCGAARGGAAAT 589 121
GCCGAARGGAAATGGGTCA 595 122
AGGAAATGGGTCAGGTGGA, 603 123
GGAAATGGGTCAGGTGGAG 602 124
GTGTGTGGCTGCAGGAAGA 651 125
GGARGAACCAGTACCGGCA 564 126
CCATGCAGGTTTCTTTCTA 785 127
CATGCAGGTTTCTTTCTAA 786 128
TGCAGCTTTCTTTCTAAGA 788 129
AGGTTTCTTTCTAAGAGAR 791 130
GGTTTCTTTCTAAGAGAAA 792 i3l
AGAGARAACGAGTGTIGTCT B804 132
GAGTGTGTCTCCTGTAGTA 813 T133
CTGTAGTAACTGTAAGAAA 824 134
AGARPAGCCTGGAGTGCAL 838 135
TTGAGAATGTTAAGGGCAC 877 136
TGTTAAGGCCACTGAGGAC 804 137
GGTCATTTTCTTTGGTICTT 929 138
CCTCCTCTTCATTGGTTTA 959 139
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TCCTCTTCAT TGGTT TAAT 961 140
CTCTTCATTGGTTITAATGT 963 141
TCTTCATTGCTTTAATGTA 964 142
CTTCATTGGTTTAATGTAT 965 143
TCCAARGCTCTACTCCATTG 1002 144
CTCCATTGTTTGTGGGAAA 1013 145
GGGAAATCGACACCTGAAR 1026 146
TGAAGGAACTACTACTARG 1058 147
ACCTCCAGCTCCACCTATA 1161 148
CCCACAAGCCACAGAGCCT 1318 145
 ACGCCGTGGTGGAGARCGT 1360 150
GGAAGGAATTCGTGCGGCG 1393 151
[ FTEAGCGACCACGAGATCGA 1420 152
GCGAGGCGCAATACAGCAT 1471 153
TGGGCTGCC TGGAGGACAT 1573 154

Tal como se menciond en los ejemplos anteriores, un experto en la técnica puede usar la informacion de secuencias
diana proporcionadas en las tablas 1 ¢ 2 para disefiar ARN de interferencia que tienen una longitud mas corta o mas
larga que las secuencias proporcionadas en las tablas y haciendo referencia a la posicién de secuencia en SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 y afiadiendo o delecionando nucledtidos complementarios o casi complementarios a SEQ 1D
NC: 1 0 SEQ ID NO: 2, respectivamente.

l.a reaccion de escision de ARN diana guiada por ARNip y otras formas de ARN de interferencia es sumamente
especifica de secuencia. £n general, ARNip que contiene una hebra de nucledtidos sentido idéntica en secuencia a
una parte del ARNm diana y una hebra de nucledtidos antisentido exactamente complementaria a una parte del
ARNm diana son realizaciones de ARNip para ia inhibicion de ARNm mencionades en el presente documento. Sin
embargo, no se requiere una complementariedad de secuencia del 100% entre la hebra de ARNip antisentido y el
ARNmM diana, o entre la hebra de ARNip antisentido y la hebra de ARNip sentido para poner en practica la presente
invencion. Por tanto, por ejemplo, la invencion permite variaciones de secuencia que podrian esperarse debido a
mutacion genética, polimorfismo de cepas o divergencia evolutiva.

Tal como se describe en el presente documento, la hebra antisentido del ARNip tiene complementariedad contigua
al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos con el ARNm diana. “Casi perfecta”, tal como se usa en el
presente documento, significa que la hebra antisentido del ARNip es “sustancialmente complementaria a", y la hebra
sentido del ARNip es “sustancialmente idéntica” a al menos una parte del ARNm diana. “ldéntica”, tal como conoce
un experto habitual en la técnica, es el grado de relacidon de secuencia entre secuencias de nucleotidos tal como se
determina haciendo coincidir el orden y la identidad de nucleétidos entre las secuencias. En una realizacién, la hebra
antisentide de un ARNip que tiene el 80% y entre el 80% y hasta el 100% de complementariedad, por ejemplo, el
85%, el 90% o el 95% de complementariedad, con la secuencia de ARNm diana se consideran complementariedad
casi perfecta y puede usarse en la presente invencion. La complementariedad contigua “perfecta” es el
apareamientc de bases de Watson-Crick convencional de pares de bases adyacentes. lLa complementariedad
contigua “al menos casi perfecta” incluye complementariedad “perfecta” tal como se usa en el presente documento.
Se disefian métodos informaticos para determinar la identidad o complementariedad para identificar el mayor grado
de coincidencia de secuencias de nucleétidos, por ejemplo, BLASTN (Altschul, S.F., et al. (1990) J. Mol. Biol.
215:403-410).

La relacion entre un ARNm diana (hebra sentido) y una hebra de un ARNip (la hebra sentido) es la de identidad. La
hebra sentido de un ARNip se denomina también hebra pasajera, si esta presente. La relacion entre un ARNm diana

{hebra sentido) y la otra hebra de un ARNip (la hebra antisentido) es |la de complementariedad. La hebra antisentido
de un ARNip se denomina también hebra guia.

La penultima base en una secuencia de acido nucleico que se escribe en una direccion de 5" a 3 es la siguiente a la
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ultima base, es decir, 1a base préxima a la base en 3'. Las pendltimas 13 bases de una secuencia de acido nucleico
escrita en una direccion de 5 a 3' son las ultimas 13 bases de una secuencia proxima a la base en 3' y que no
incluyen la base en 3. De manera similar, las pendltimas 14, 15, 16, 17 & 18 bases de una secuencia de acido
nucleico escrita en una direccidbn de 5 a 3' son las dltimas 14, 15, 16, 17 ¢ 18 bases de una secuencia,
respectivamente, proximas a ta base en 3’ y que no incluyen la base en 3'.

Tal como se describe en el presente documento, la region de nucleétidos contiguos es una regién de al menos 13
nucledtidos contiguos que tienen una complementariedad de secuencia de al menos el 90% con, o una identidad de
secuencia de al menos el 90% con, los 13 penultimos nucledtidos del extremo 3’ de un ARNm correspondiente a la
secuencia identificada por cada identificador de secuencia.

Tal como se describe en el presente documento, 1a region de nucledtidos contiguos es una region de al menos 14
nucledtidos contiguos que tiene una complementariedad de secuencia de al menos e! 85% con, o una identidad de
secuencia de al menos el 85% con, los 14 pendftimos nucledtidos del extremo 3 de un ARNm correspondiente a la
secuencia identificada por cada identificador de secuencia. En una expresiéon de este tipo se incluyen dos
sustituciones de nucledtidos (es decir, 12/14 = 86% de identidad/complementariedad).

Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, la region de nucledtidos contiguos es una regién de
al menos 15, 16, 17 6 18 nuclettidos contiguos gque tiene una complementariedad de secuencia de al menos el 80%
con, 0 una identidad de secuencia de al menos el 80% con, los 14 penultimos nucledtidos del extremo 3’ de un
ARNm correspondiente a la secuencia del identificador de secuencia. En una expresion de este tipo se incluyen tres
sustituciones de nucledtidos.

La secuencia diana en los ARNm que corresponden a SEQ 1D NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 puede estar en las regiones no
traducidas en 5' 0 3’ del ARNm asi como en la regidn codificante del ARNm.

Una o ambas de las hebras del ARN de interferencia bicatenario pueden tener una proyeccion en 3’ de desde 1
hasta 6 nucleétidos, que pueden ser ribonucledtidos o desoxirmibonucledtidos o una mezcla de los mismos. Los
nucledtidos de la proyeccidn no forman pares de bases. En una realizacion de la invencién, el ARN de interferencia
comprende una proyeccion en 3' de TT o UU. En otra realizacion de la invencion, el ARN de interferencia comprende
al menos un extremo romo. Los extremos terminales tienen habitualmente un grupo fosfato en 5" o un grupo hidroxilo
en 3'. En otras realizaciones, la hebra antisentido tiene un grupo fosfato en ', y la hebra sentido tiene un grupo
hidroxilo en §'. Todavia en otras realizaciones, los extremos terminales se modifican adicionalmente mediante
adicién covalente de otras moléculas o grupos funcionales.

Las hebras sentido y antisentido del ARNip bicatenario pueden estar en una formacion de diplex de dos hebras
individuales tal como se describid anteriormente o pueden ser una (nica molécula en la que las regiones de
complementariedad forman pares de bases y estan unidas covalentemente por un bucle en horquilla de modo gue
se forma una Unica hebra. Se cree que la horquilla se escinde intracelularmente mediante una proteina denominada
Dicer formando un ARN de interferencia de dos moléculas de ARN que forman pares de bases individuales.

Los ARN de interferencia pueden diferir del ARN que se produce de manera natural mediante la adicion, delecion,
sustitucion o modificacion de uno o mas nucledtidos. Puede unirse material distinto de nucledtidos al ARN de
interferencia, o bien en el extremo 5, el extremo 3' o bien internamente. Tales modificaciones se disefan
comiunmente para aumentar la resistencia a nucleasas de los ARN de interferencia, para mejorar la captacion
celular, para potenciar el direccionamiento celular, para ayudar al rastreo del ARN de interferencia, para mejorar
adicionalmente la estabilidad, o para reducir el potencial de activacioén de la ruta de interferones. Por ejemplo, los
ARN de interferencia pueden comprender un nucledtido de purina en los extremos de las proyecciones. La
conjugacion de colesterol al extremo 3' de la hebra sentido de una molécula de ARNip por medio de un ligador
pirrolidina, por ejemplo, también proporciona estabilidad a un ARNip.

Las modificaciones adicionales incluyen una molécula de biotina en el extremo 3’ terminal, un péptido que se sabe
que tiene propiedades de penetracidn en células, una nanoparticula, un peptidomimético, un colorante fluorescente
0 un dendrimero, por ejemplo.

Los nucledtidos pueden modificarse en su parte de base, en su parte de azicar o en la parte de fosfato de la
molécula y funcionan en realizaciones de la presente invencion. Las modificaciones incluyen sustituciones con
grupos alquilo, alcoxilo, amino, desaza, halo, hidroxilo, tiol, 0 una combinacion de los mismos, por ejemplo. Los
nuclestidos pueden sustituirse con analogos con mayer estabilidad tal como reemplazar un ribonucledtido por un
desoxirribonucledtido, o tener modificaciones de azucar tales como grupos 2'-OH reemplazador por grupos 2'-amino,
grupos 2'-O-metilo, grupos 2'-metoxietilo, o un puente de 2'-0, 4'-C-metileno, por ejemplo. Los ejemplos de un
analogo de purina o pirimidina de nucledtidos incluyen una xantina, una hipoxantina, una azapurina, una
metiltioadenina, 7-desaza-adenosina y nucledtidos modificados con O y N. El grupo fosfato del nucledtido puede
modificarse sustituyendo uno o mas de los oxigenos del grupo fosfato por nitrdgeno o por azufre (fosforotioatos). Las
modificaciones son Utiles, por ejemplo, para potenciar la funcién, para mejorar la estabilidad o permeabilidad, o para
dirigir la localizacion o el direccionamiento.

Puede haber una region o regiones de fa hebra de ARN de interferencia antisentido que no sea(n)

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2413804 T3

complementaria(s) a una parte de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. Las regiones no complementarias pueden estar
en los extremos 3’, 5' o ambos de una regién complementaria o entre dos regiones complementarias.

Pueden generarse ARN de interferencia exdgenamente mediante sintesis quimica, mediante transcripcién in vitro o
mediante escision de ARN bicatenaric mas largo con Dicer u otra nucleasa apropiada con actividad simifar. Los ARN
de interferencia sintetizados quimicamente, producidos a partir de fosforamiditas de ribonucledsidos protegidos
usando un sintetizador de ADN/ARN convencional, pueden obtenerse de proveedores comerciales tales como
Ambion Inc. (Austin, TX), Invitrogen {Carlsbad, CA) o Dharmacon (Lafayette, CO). Los ARN de interferencia se
purifican mediante extraccién con un disclvente ¢ resina, precipitacion, electroforesis, cromategrafia o una
combinacion de los mismos, por ejemplo. Alternativamente, puede usarse ARN de interferencia con poca, si acaso
alguna purificacién, para evitar pérdidas debido al procesamiento de muestras.

También pueden expresarse endégenamente ARN de interferencia a partir de vectores de expresion virales o de
plasmido o de casetes de expresion minimos, por ejemplo, fragmentos generados por PCR que comprenden uno o
mas promotores y un molde o moldes apropiados para el ARN de interferencia. Los ejemplos de vectores de
expresion a base de plasmidos disponibles comercialmente para ARNhp incluyen los miembros de la serie pSilencer
(Ambion, Austin, TX) y pCpG-siRNA (InvivoGen, San Diego, CA). Pueden derivarse vectores virales para la
expresion de ARN de interferencia a partir de una variedad de virus incluyendo adenovirus, virus adenoasociados,
lentivirus (por ejemplo, VIH, VIF y VAIE) y virus del herpes. Los ejemplos de vectores virales d!spombles
comercialmente para la expresion de ARNhp incluyen pSilencer adeno (Ambion, Austin, TX) y pLenti6/BLOCK- T™
DEST (invitrogen, Carisbad, CA). La seleccidon de vectores virales, los métodos para expresar el ARN de
interferencia a partir del vector y los métodos de administracién del vector viral estan dentro de la experiencia
habitual de un experto en la técnica. Los ejemplos de kits para la produccién de casetes de expresion de ARNhp
generados por PCR incluyen Silencer Express (Ambion, Austin, TX) y siXpress (Minis, Madison, WI). Puede
administrarse un primer ARN de interferencia mediante expresion in vivo a partir de un primer vector de expresion
que puede expresar el primer ARN de interferencia y puede administrarse un segundo ARN de interferencia
mediante expresion in vivo a partir de un segundo vector de expresién que puede expresar el segundo ARN de
interferencia, o pueden administrarse ambos ARN de interferencia mediante expresién /n vivo a partir de un dnico
vector de expresion que puede expresar ambos ARN de interferencia.

Pueden expresarse ARN de interferencia a partir de una variedad de promctores eucariotas conocidos por los
expertos habituales en la técnica, incluyendo promotores pol 1], tales como los promotores UB o Hi, o promotores pol
11, tales como el promotor de citomegalovirus, Los expertos en la técnica reconoceran que estos promotores también
pueden adaptarse para permitir una expresién inducible del ARN de interferencia.

Hibridacién en condiciones fisioldégicas: En determinadas realizaciones de la presente invencién, una hebra
antisentido de un ARN de interferencia se hibrida con un ARNm in vivo como parte del complejo RISC.

Por ejemplo, pueden producirse condiciones de alta rigurosidad a formamida a aproximadamente el 50% a de 37°C
a 42°C. Pueden producirse condiciones de rigurosidad reducida a formamida a aproximadamente del 35% al 25% a
de 30°C a 35°C. Se proporcionan ejemplos de condiciones de rigurosidad para la hibridacion en Sambrook, J., 1989,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Los
ejemplos adicionales de condiciones de hibridacion rigurosas incluyen NaCl 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4, EDTA
1 mM, 50°C o 70°C durante 12-16 horas seguido por lavado, o hibridacion a 70°C en 1XSSC o 50°C en 1XSSC,
formamida al 50% seguido por lavado a 70°C en 0,3XSSC, o hibridacién a 70°C en 4XSSC o 50°C en 4XSSC,
formamida al 50% seguido por lavado a 67°C en 1XSSC. La temperatura para la hibridacién es de aproximadamente
5-10°C menos que la temperatura de fusion (Tr) del hibrido en el que la Ty, se determina para hibridos entre 19 y 49
pares de bases de longitud usando el siguiente calculo: Tm °C = 81,5 + 16 6(logio[Na+]) + 0,41 (> de G+C) - (BOO/N)
en el que N es el nimero de bases en el hibrido y [Na+] es la concentracién de iones sodio en el tampdén hibridacion.

El ensayo de hibridacién in vifro descrito anteriormente proporciona un método de prediccidn de si la unién entre un
ARNip candidato y una diana tendra especificidad. Sin embargo, en el contexto del complejo RISC, también puede
producirse escisién especifica de una diana con una hebra antisentide que no demuestra alta rigurosidad para la
hibridacién in vitro.

ARN de interferencia monocatenario. Tal como se menciond anteriormente, los ARN de interferencia funcionan en
ultima instancia como hebras unicas. Se ha encontrado que el ARN de interferencia monocatenario (mc) efectia el
silenciamiento del ARNm, aunque mencs eficazmente que el ARN bicatenario. Por tanto, las realizaciones de la
presente invencidn también proporcionan la administracion de un ARN de interferencia mc que se hibrida en
condiciones fisiolégicas con una parte de SEQ 1D NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y tiene una region de complementariedad
contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos con la parte hibridante de SEQ 1D NO: t o SEQ ID NO:
2, respectivamente. El ARN de interferencia mc de la tabla 1 o tabla 2 tiene una longitud de 19 a 49 nucleétidos tal
como para € ARN de interferencia bc mencionado anteriormente. El ARN de interferencia mc tiene un fosfato en 5' o
se fosforila in sifu o in vivo en la posicién 5'. El término “fosforilado en 5™ se usa para describir, por ejemplo,
polinucledtidos u oligonucledtidos que tienen un grupo fosfato unido mediante enlace éster al hidroxilo C5 del azicar
(por ejemplo, ribosa, desoxirribosa o un andlogo de las mismas) en el extremo 5 del polinucledtido u oligonucledtido.
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Se sintetizan ARN de interferencia me quimicamente o mediante transcripcidn in vitro o se expresan enddgenamente
a partir de vectores o casetes de expresion tal como para ARN de interferencia bc. Pueden afiadirse grupos fosfato
en 5 mediante una cinasa, © un fosfato en 5 puede ser el resultado de escisidn por nucleasas de un ARN. La
administracion es tal como para el ARN de interferencia be. En una realizacién, se administran ARN de interferencia
mc gque tienen extremos protegidos y modificaciones resistentes a nucieasas para el silenciamiento. Los ARN de
interferencia mec pueden secarse para su almacenamiento o disolverse en una disolucion acuosa. La disolucidn
puede contener tampones o sales para inhibir el apareamiento o para la estabilizacion.

ARN de interferencia en horquiffa; Un ARN de interferencia en horquilla es una Gnica molécula (por ejempio, una
Unica cadena de oligonucleédtido) gue comprende tante las hebras sentido como antisentido de un ARN de
interferencia en una estructura en tallo-bucle o en horguilla (por ejemplo, un ARNhp). Por ejemplo, pueden
expresarse ARNhp a partir de vectores de ADN en los que los oligonuciedtidos de ADN gue codifican para una
hebra de ARN de interferencia sentido se unen a los oligonucledtidos de ADN que codifican para |la hebra de ARN
de interferencia antisentido complementariamente inversa mediante un espaciador pequefic. Si es necesario para el
vector de expresion elegido, pueden afadirse nucledtidos y T terminales en 3’ que forman sitios de restriccion. El
transcrito de ARN resultante se pliega de nueve sobre si mismo para formar una estructura en tallo-bucle.

Modo de administracion: El ARN de interferencia puede administrarse por ejemplo mediante aerosol, administracién
bucal, dérmica, intradérmica, por inhalacion, intramuscular, intranasal, intraccutar, intrapuimonar, intravenosa,
intraperitoneal, nasal, ocular, oral, ética, parenteral, en parche, subcutanea, sublingual, tépica o transdérmica.

La administracién puede ser directamente al ojo mediante administracidn al tejido ocular tal como administracién
periocular, conjuntiva, por debaje de la cdmara de Tenon, intracameral, intravitrea, intraocular, subretiniana,
subconjuntival, retrobulbar, intracanalicular o supracorcidal; mediante inyeccion, mediante aplicaciéon directa al gjo
usando un catéter u otro dispositivo de colocacidn tal come un granulo retiniano, inserto intraoccular, supositorio o un
implante que comprende un material porose, no poroso o gelatinoso; mediante pomadas o gotas oculares topicas; o
mediante un dispositivo de liberacion lenta en el fondo del saco o implantado adyacente a la esclerdtica
(transesclerdtico) o dentro del cjo. La inyeccion intracameral puede ser a través de la cormnea hacia la camara
anterior para permitir que el agente alcance la malla trabecular. La inyeccidn intracanalicular puede ser en ios
canales colectores venosos que drenan el canal de Schlermm o en el canal de Schlemm.

La administracidn puede ser directamente al oido mediante, por ejemplo, pomadas ¢ gotas oticas topicas,
dispositivos de liberacién lenta en el oldo o implantados adyacentes al oldo. La administracion local incluye las vias
de administracidén édtica, intramuscular, al intedor de |a cavidad timpanica e inyeccién intracoclear. Ademas, pueden
administrarse agentes al oido interno mediante la colocacién de Gelfoam, o producto adherente y absorbente similar,
empapados con el ARN de interferencia frente a ia membrana de comunicacion del oido mediof/internc o estructura
adyacente.

La administracidn puede ser directamente a los pulmones, mediante, por ejemplo, una preparacién aerosolizada, y
mediante inhalacién por medio de un inhalador o un nebulizador, por ejemplo.

Los modos de administracion adicionales incluyen comprimidos, pildoras y capsulas, todos los cuales pueden
formularse por un experto habitual en la técnica,

Sujeto: Un sujeto que necesita tratamiento para un estado relacionado con TNFa o que corre el riesgo de desarroliar
un estado relacicnado con TNFa es un ser humano u otro mamifera que tiene un estade inflamatorio relacionado
con TNFa o tiene ojo seco o corre el resgo de desamrollar un estado inflamatorio relacionade con TNFa v ojo seco.
Un estado inflamatorio relacionade con TNFa incluye, por ejemplo, conjuntivitis alérgica, inflamaciéon ocular,
dermatitis, rinitis 0 asma asociada con una actividad no deseada ¢ inapropiada de TNFa tal como se menciona en el
presente documento.

Estructuras oculares asociadas con un estado relacionado con TNFa pueden incluir ! ojo, la retina, la coroides, el
cristalino, fa cornea, la malla trabecular, €l iris, el nervio dptico, la papila dptica, la esclerética, la cdmara acuosa, la
camara vitrea, el cuerpo ciliar o un segmento posterior, por ejemplo.

Un sujeto también puede ser una célula ocular, cultive celular, érgano o un tejido u érgano ex vivo.

Formmulaciones y dosificacion. Las formulaciones farmacéuticas comprenden ARN de interferencia, o sales de ios
mismos, de la invencién hasta un 99% en peso mezclados con un medio portador fisicldgicamente aceptable tai
como agua, tampén, solucién salina, glicina, acide hialurénico, manitol y similares.

Los ARN de interferencia de la presente invencién se administran come disoluciones, suspensiones o emuisiones.
Los siguientes son ejempios de posibles formulaciones realizadas por esta invencién.

Cantidad en % en peso

ARN de interferencia hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50;
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Hidroxipropilmetilcelulosa

Cloruro de sodio

Ciorurc de benzalconio

EDTA

NaQH/HCI

Agua purificada (libre de ARNasa)

0,5-10,0
0,5

0.8

0,01

0,01
cs.ppH74
c.s.p 100 mi

ARN de interferencia

Solucién salina tamponada con fosfato
Cloruro de benzalconio

Pclisorbato 80

Agua purificada (ibre de ARNasa)

Cantidad en % en peso

hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5- 10,0
10

0,01

05

c.s.p hasta ei 100%

ARN de interferencia

Cantidad en % en peso

hasta e199; 0. 1-99; 0,1 -50; 0,5 - 10,0

Agua purificada (jibre de ARNasa)

Fosfato de sodio monobasico 0,05
Fosfato de sodio dibasico 0,15
(anhidrg)

Cloruro de sodio 0,75
EDTA de disodio 0,05
Cremophor EL 0.1
Cloruro de benzalconio 0,01

HCI y/o NaOH pH 7,3-7,.4

c.s.p hasta el 100%

ARN de interferencia
Solucién salina tamponada con fosfato
Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Agua purificada (libre de ARNasa)

Cantidad en % en peso

hasta el 99; 0,1-99; 0,1 - 50; 0,5- 10,0
1,0

4.0

c.s.p hasta el 100%

Generalmente, una cantidad eficaz de los ARN de interferencia de realizaciones de la invencion da como resultado
una concentracion extracelular en la superficie de la célula diana de desde 100 pM hasta 1000 nM, o desde 1 nM
hasta 400 nM, o desde 5 nM hasta aproximadamente 100 nM, ¢ de aproximadamente 10 nM. La dosis requerida
para alcanzar esta concentracion local variarda dependiendo de varios factores incluyendo el método de
el nimero de capas de células entre el sitio de administracién y la célula o
tejido diana, si la administracion es local o sistémica, etc. La concentracion en el sitio de administracion puede ser

administracion, el sitio de administracion,
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considerablemente superior que en la superficie de la célula o tejido diana. Se administran composiciones topicas a
la superficie de! 6rgano diana de una a cuatro veces al dia, 0 en un programa de administracion extendido tal como
diariamente, semarnalmente, bisemanalmente, mensualmente o mas largo, segln el criterio rutinario de un médico
experto. El pH de la formulacion es de aproximadamerite pH 4-9, odepH4,5apH 7.4,

Se espera que el tratamiento terapéutico de pacientes con los ARNip dirigidos contra ARNm de TACE o ARNm de
TNFR1 sea beneficioso con respecto a tratamientos con moléculas pequefias aumentando la duracion de la accion,
permitiendo de ese modo una dosificacién meros frecuente y un mayor cumplimiento del paciente.

Una cantidad eficaz de una formulacion puede depender de factores tales como la edad, la raza y el sexo del sujeto,
ia gravedad del estado relacionado con TNFa, la tasa de recambio proteina/transcrito génico diana, la potencia del
ARN de interferencia y la estabilidad del ARN de interferencia, por ejemplo. En una realizacién, el ARN de
interferencia se administra por via tépica a un organo diana y alcanza un tejido que contiene ARNm de TACE o
ARNm de TNFR1 a una dosis terapéutica mejorando de ese modo un proceso refacionado con TNFa.

Portadores aceptables. Un portador aceptable se refiere a los portadores que provocan como maximo, de poca a
ninguna irritacion ocular, proporcionan conservacion adecuada si es necesario y administran uno o mas ARN de
interferencia de la presente invencion en una dosificacion homogénea. Un portador aceptable para la administracion
de ARN de interferencia de realizaciones de la presente invencion incluye los reactivos de transfeccion basada en
lipidos catibnicos _ TransIT®-TKO (Mirus  Corporation, Madison, W), LIPOFECTIN®, Lipofectamine,
OLIGOFECTAMINE™ (Invitrogen, Carisbad, CA) o DHARMAFECT™ (Dharmacon, Lafayette, CO); policationes tales
como polietilenimina; péptidos catiénicos tales como Tat, poliarginina o penetratina (péptido Antp); o liposomas. Los
liposomas se forman a partir de lipidos que forman vesiculas convenicionales y un esterol, tal como colesterol, y
pueden inciuir por ejemplo una molécula de direccionamiento tal como un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad
de uriion por antigenos de superficie de células endoteliales. Ademas, los liposomas pueden ser liposomas
pegilados.

Los ARN de interferencia pueden administrarse en disolucion, en suspension o dispositivos de administracion
bioerosionables o no bioerosionables. Los ARN de interferencia pueden administrarse solos o como componentes
de conjugados definidos, covalentes. Los ARN de interferencia también pueden complejarse con lipidos catibricos,
péptidos catidnicos o polimeros cationicos; complejarse con proteinas, proteinas de fusion o dominios de proteinas
con propiedades de unién a acido nucleico (por ejemplo, protamina); o encapsularse en nanoparticulas. Puede
lograrse una administracion especifica de tejido o célula mediante la inclusion de un resto de direccionamiento
apropiado tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Para administracion oftdlmica, otica o pulmonar, puede combinarse un ARN de interferencia con conservantes,
codisolventes, tensioactivos, potenciadores de la viscosidad, potenciadores de la penetracion, tampones, cloruro de
sodio o agua pulmonar, optica y oftalmoldgicamente aceptables para formar una suspension o disolucion acuosa,
estéril. Pueden prepararse formulaciones de disolucion disolviendo el ARN de interferencia en un tampdn acuoso
isotonico fisiolégicamente aceptable. Ademas, las disoluciones pueden incluir un tensioactivo aceptable para ayudar
en la disolucion del inhibidor. Pueden afiadirse agentes de formacion de viscosidad, tales como hidroximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, metilcelulosa, polivinilpirrolidona o similares a las composiciones de la presente invencion para
mejorar la retencién del compuesto.

Con e! fin de preparar una formulacién de pomada estéril, se combina el ARN de interferencia con un conservante
en un vehiculo apropiado, tal como aceite mineral, lanolina liquida o vaselina blanca. Pueden prepararse
formulaciones de gel estériles suspendiendo el ARN de interferencia en una base hidrofila preparada a partir de la
combinacion de, por ejemplo, CARBOPOL®-940 (BF Goodrich, Charlotte, NC), o similares, segin métodos
conocidos en la técnica. Puede usarse VISCOAT® (Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth, TX) para inyeccion
intraocular, por ejemplo. Otras composiciones de la presente invencion pueden contener agentes potenciadores de
la penetracion tales como Cremephor y TWEEN® 80 (monolaurato de polioxietilensorbitano, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO), en caso de que el ARN de interferencia sea menos penetrante en el 6rgano o tejido de interés.

Kits: También se describe en el presente documento un kit que incluye reactivos para atenuar la expresion de un
ARNmMm tal como se menciona en el presente documento en una céluia. El kit contiene un vector de expresion de
ARNhp o un ARNip. Para vectores de expresion de ARNhp no virales y ARNip, el kit también puede contener un
reactivo de transfeccion u otro vehiculo de administracion adecuado. Para vectores de expresion de ARNhp virales,
el kit puede contener el vector viral y/o los componenites necesarios para la produccion del vector viral (por ejemplo,
una linea celular de empaquetamiento asi como un vector que comprende el molde del vector viral y vectores
auxiliares adicionales para el empaquetamiento). El kit también puede contener vectores de expresion de ARNhp o
ARNip control negativo o positivo (por ejemplo, un ARNip control que no selecciona como diana o un ARNip que
selecciona como diana un ARNm no relacionado). El kit también puede contener reaclivos para evaluar la reduccién
del gen diana previsto (por ejemplo, cebadores y sondas para PCR cuantitativa para detectar el ARNm diana y/o
anticuerpos contra la proteina correspondiente para inmunotransferencias de tipo Westemn). Alternativamente, el kit
puede comprender una secuencia de ARNip o una secuencia de ARNhp y los materiales e instrucciones necesarios
para generar el ARNip mediante transcripcion in vifro o para construir un vector de expresién de ARNhp.
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Se describe ademas una combinacion farmacéutica en forma de kit que incluye, en combinacion empaquetada, un
medio portador adaptado para recibir un medio de envase en confinamiento estrecho con el mismo y un primer
medio de envase gue incluye una composicion de ARN de interferencia y un portador aceptable. Tales kits pueden
incluir ademas, si se desea, uno 0 mas de diversos componentes de kit farmacéutices convencionales, tales como,
por ejemplo, envases con unc o mas portadores farmacéuticamente aceptables, envases adicionales, eic., tal como
resultara faciimente evidente para los expertos en la técnica. También pueden incluirse en el Kit instrucciones
impresas, o bien como prospectos o bien como etiquetas, que indican las cantidades de los componentes que van a
administrarse, directrices para su administracion, y/c directrices para el mezclado de los componentes.

La capacidad del ARN de interferencia de TACE o TNFR1 para inactivar los niveles de la expresion de TACE o
TNFR1 enddégena en, por ejemplo, células epiteliales de cérnea humana, se evalla in vitro tal como sigue. Se
siembran en placa células epiteliales de cormea humana transformadas, por ejemplo, la linea celular CEPI-17 (Offord
et al. (1999) Invest Ophthalmol Vis ScL 40:1091-1101), 24 h antes de su transfeccion_en medio de queratinocitos
KGM (Cambrex, East Rutherford, NJ). Se realiza !a transfecciéon usando DharmaFECT™ 1 (Dharmacon, Lafayette,
CO) segun las instrucciones del fabricante a concentraciones de ARN de interferencia de TACE o TNFR1 que
oscilan entre 0,1 nM - 100 nM. Se usan ARN de interferencia control que no seleccionan como diana y ARN de
interferencia de lamina A/C (Dharmacon) como controles. Se evaltian los niveles de ARNm diana mediante gPCR
24 h tras la transfeccion usando, por ejemplo, cebadores directos e inversos TAQMANT y un conjunto de sondas que
abarcan el sitio diana (Applied Biosystems, Foster City, CA). Pueden evaluarse los niveles de proteina diana
aproximadamente 72 h tras la transfeccion (tiempo reat dependiente de la tasa de recambio de proteina) mediante
inmunotransferencia tipo Western, por ejemplo. Los expertos en la técnica conocen bien técnicas convencionales
para el aislamiento de proteinas y/o ARN a partir de células cultivadas. Para reducir la probabilidad de efectos no
especificos, inespecificos, se usa la concentracién mas baja posible de ARN de interferencia de TACE o TNFR1 que
produce el nivel deseado de inactivacion en una expresion de gen diana.

Ejemplo 1
ARN de interferencia para silenciar especificamente TNFR1 en células GTM-3

El presente estudio examina la capacidad del ARN de interferencia de TNFR1 para ireducir los niveles de expresion
de proteina TNFR1 endogena en células GTM-3 cultivadas.

Se logré la transfeccién de células GTM-3 (Pang, LH. et al. 1994. Curr. Eye Res. 13:51-63) usando concentraciones
in vitro convencionales (0,1-10 nM) de ARNip de TNFR1, ARNip libre de RISC control (pi) n.* 1 o ARNip que no
selecciona como diana control(pi) n.® 2 (NTC2) y reactivo de transfeccion DHARMAFECT® n.® 1 (Dharmacon,
Lafayette, CO). Se disolvieron todos ios ARNip en tampon de ARNip 1X, una disolucidon acuosa de KCl 20 mM,
HEPES 6 mM (pH 7,5), MgCl: 0,2 mM. Las muestras control incluian un control de tampdn en el que se reemplazé el
volumen de ARNip por un volumen igual de tampén de ARNip 1X (-ARNip). Se llevaron a cabo inmunotransferencias
de tipo Western usando un anticuerpo anti-TNFR1 {Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) para evaluar la
expresion de proteina TNFR1. Los ARNip de TNFR1 son ARN de interferencia bicatenarios que tienen especificidad
por las siguientes dianas: TNFR1ip n.® 1 selecciona como diana la secuencia CAAAGGAACCUACUUGUAC (SEQ ID
NQO: 202) a partir de la que se deriva SEQ ID NO: 96; TNFR1ip n.° 2 selecciona como diana la secuencia
GAGCUUGAAGGAACUACUA (SEQ ID NO: 203) a partir de la que se deriva SEQ ID NO: 97; TNFR1ip n.® 3
selecciona como diana la secuencia CACAGAGCCUAGACACUGA (SEQ ID NO: 204) a partir de la que se deriva
SEQ ID NO: 98; TNFR1ip n.® 4 selecciona como diana la secuencia UCCAAGCUCUACUCCAUUG (SEQ |D NO:
205) a partir de la que se deriva SEQ ID NO:; 99. Tal como se muestra mediante los datos en la figura 1, los ARNip
de TNFR1ip n.® 1, TNFR1ip n.® 2 y TNFR1ip n.? 3 redujercn significativamente la expresion de proteina TNFR1 a las
concentraciones de 10 nM y 1 nM en relacién con los ARNip control, pero presentaban una eficacia reducida a
0,1 nM. Los ARNip de TNFR1ip n.? 2 y TNFR1ip n.° 3 eran particularmente eficaces. El ARNip de TNFR1ip n® 4
también mosird una reduccion dependiente de la concentracion en la expresion de proteina TNFR1 tal como se
esperaba.
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<400>1

acctgoactt
gggaaangag
ttocegaaac
aacatgaggo
cotocggaty
tcagactaceg
ctacagactt
aaattatacc
gatggtaasaa
gttggtgage
atcaacacag
Azagacaaaa

tetocaanacg

gragacagadg
cocatgaaga
ggcagagqgyy
gacatotato
gagoagatta
atggesanaa
caatttageot

taccaagatt

ctgggggogt
gattgegygy
coocgtoaggo
agtetoteet
accegagott
atatteoteto
caacacatgt
tgacatcaag
acgaaagoga
ctgactctag
atggggooga
gaartgttagt
tgtgtggtta

sacpacctga
acacgtgtaa
aagagagtac
ggascactte
geattctoaa
gttaceraas
ttgatatage

ttgatatoggy
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cgagootggo
ctaggocggy
gaaggetgoo
attactgace
cggoooccac
tttatctaat
agaaacacta
tactgaacgt
gtacactgta
gottotagen
atataacata
ttateaastct

tttanaagtg

agagcettgtt
attattggtyg
aactacsaat
atgggataat
gtatocacaa
tgaagaaasag
tgaggaagoa

aactottggs

ggtagastct
oggatooogt
cagagqagyty
agegrggtte
cagagactoy
atccageage
ctaactrtet
ttttcacaaa
asatggcagy
pacatasgay
gageecacttt
gaagatatca

gataatgaag

catogagbyga
gtagoagate
tacttaatayg
geaggtttta
gaggtassac
gatgoettggg
totaasagttt
ttagettaty
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tocoagtagy
cetoocooga
gagtoggtag
cLrhtegtget
ageagecttga
atteggtaag
cagotttgaa
atttcaaggt
agttottoac
atgatgatagt
ggagatttgt
agaatgtete

agttgetees

aaagaagago
atogottcta
agctaattgn
aagycteatgg
ctggtgaaasa
atgtgaagat
gettgyoaca

ttggetetoo

SGeFCTIGa
tgtgagoagt
eggggceggy
ggcgoogoya
ttotttgote
anaaagagat
aaggoatttt
cgtggtygty
tggacacgtg
tataatcaga
taatgatacc
acgtttgoag

aaaagggtta

tgaccocagat
cagatacatyg
cagagttgat
agtacagata
gcactacaac
gttgctagag
ccttttcaca

cagagcasac

60
120
180
240
300
350
420
4840
540
800
&£60
120
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840
500
$60
1020
lo80
1140
1240
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agocatggag
ttgaatagey
gacctgoeta
etagoagaat
grgagrggog
angacoatey
B8CtCgagRT
socctgutyos
SOEY Ut s
goracrigea
aatgckgaag
eOLLGON Ty
tutaaggtyt
sagascbeat
aasxcgraaga
agcatoaata
testtgaket
sdacagtatyg
qarectgeoat
oagaotoee
gacacoatag
gaccocttoo
gronoTagan
BRRGURRSRL
taragetieg
agoagrbtget
cottotoctt
tetaghhttt
ghhebgaats
gaaatgatea
tratttgtga
BIBACAANTT

ERacooagag

grgtttgtea
grregacgag
caactcatga
gtgcecogaa
ACOACTATAN
BaAgrt Rags
TORFat guagg
BTBGETHACEY
ddnpetgten
saggegtgte
atgacactge
BATOETTGOR N
Gy
Ltetgaggaa
ascgagtaca
ctLttggasa
tttggetton
aAstororgen
oot togest
ChyTHat e
aggaagacee
caaatagoay
TFrgassaggs
FL TR T 1Y
accracaaat

Aqtoatgtgt

ttgmannggt
Assatatokl
ttracgreht
gteerereetr
ftgacaacLyy
agataastot

tLTetacgta
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Aaaguottat
cacanagast
atLgGuesat
b-L b Lt
cAaaLeagaty
SOAGYEGLyL
sgsegegtgl
CasgttgRag
grrbgagact
ctactgDaca
thguottgrat
grisgrtogeg
soretobyge
2QTaRAPTOC
ggatgtaatt
gretttagon
bt kboageatt
tetgttteac
LatGappdort
L L e
CEgTacATAC
oaCegctgos
tgectectit
tagttatoag
caatcacage

ttgaactteo

sagqtgesgy
thgacetgtg
tytaanttas
atacactgta
aatagttttt
oY, FLTTYIRA

b L

LAt aguocay
tatprtased
ARLYELgTAg
FRRGTRAAL
tEibcanant
Lhboaagaas
gatestyggea
gapggrgtoc
QOOCATaATS
ggtastagss
Shhgyasayt
tectghgeat
cgetgtgrgn
tgtacagtay
JRMSGALLLE
YACAACALCY
ctigtocatt
COCAGY BN
ttiootgage
Joagorooan
tcacataktgg
aagtostibyg
ARACEPCADE
cteoteorgac
tegtatktbg

tgoagrlans

b otRGe
gtgcazaage
toetibatat
stgaaqogot
TeEtLLEELt
gretehilkat

raratatota
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LLGRQAATRA
coakocktag
cagascotya
atLgtcatgia
GOEGLAZALA
goagoaataa
rcatgtatet
agtgoagtga
agtgoosgys
Fhgbgtglios
rangyatay
grastgasac
cotatgtega
gettttgtoga
gogatitoas
ttggatotge
gtgtggataa
tégpanatgot
gocagacton
asetggacoa
adggayyakgy
AGGALCLCRE
gteagaatog
ttaagegrgo
tIuagactgy
cagitoreat
ttatitrgag
agaasatsca
tyatanonps
gest ALYy
tEtteerkkey
tgtgogrota

aatttagasa

Aaxtatcrat
AAnggaagok
teoggatgyt
teocatagok

atcaatotat

agttegtane

gaacaacgan
caggaacngt
guagnth sk
HECLECRGTR
yasaegoabo
tguoanoton
Cgutgnadai
oatgeitggd
rgsccagety
cetggtttte

guasttggat

9‘@#‘9¢$t¢‘

agrogretyg
coagagastg
AELTgaLaNg
GyAScat ooy
tgttgacage
ansatattLt
FoBTLIeILE

grtogtttgge

gotttocagge
getogatigy
actgact gy
catttayeat
ecttoaacts
tttotagtta

teantbggot
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taatatggot
cagtgaggge
ctgatttgot
tagggataca
teccagoact

gactoetgoet
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ctteataatt
tatacatggt
gggeagtttt
tgoctcttaga
tggagaggot

caaaaansaa
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ctaagactaa
agocoagttga
totgtatttt
asattcacta
gaggttgcga

adddaaaadra

tgototetag aaacctaaca acctacetta
atttatggaa totaccaact gtttagggcoe
ataagtatet teatgtatoc gtgttactga
ttggetggga gtggtggote atgoectgtaa
cactacagte cagectgggt gacagagtga

aa

gotgttgeaa
attttoeteaqg
gygaccaggc
tgggacgtoc
ctgageccaa
ctgacetgot
ttattggact
gaaaatatat
acttgtacaa
getocttcace
aggaaatggg

gcaggaagaa

castgectoa
aattotetygy
cgtgatctet
tggacagace
atgggggagt
goctgeoaotg
ggtccctoac
ccacoctoaa
tgactgtcoa
cgcttoagaa
tcaggtggay
caagtacegy

ctottocceet
actgaggetc
atgcocecgagt
gagtocooggy
gagaggeeat
gtgcteotgy
ctaggggaca
aataattoga
ggcccgggygc
aaccacctca
atctctictt

cattattgga

cccacctict
cagttctgge
ctoaacecto
aagoecccoage
agetgtetgg
agctgtiggt
gggagaagag
tttgetgtac
aggatacgga
gazactgoct
geacagtgga

gtgaaascot
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ctooocteet
ctttggggtt
aactgtcace
actgeoogetyg
catgggoctoe
gggaatatac
agatagtgtg
caagtgoeac
ctgcaggyay
cagetgetec
cogggacace

trtecagtge

ctatgettta
caagaktcact
cecaaggeact
gcacactgoc
tocaecgtge
coetcaggey
tgtcocccaag
aadaggaacct
tgtgagageyg
asatgecogaa
gtgtgtggot

ttcaattgoa

3300
3360
3420
34890
3540

3572

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6§60

720



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

goctatgeot
cotgecatge
aaageotgys
actcaggcan
tectotteat
tttgtgggaa
tggooocaaa
cagtgceccag

ttgeggotee
cageocctege

agocacagag

ceoogttgoyg
ggctggagot
ggaggcgacy
agatggacct
tcoogooogo
gtcctgegag
aagCaggage
gctgeetgeg
caagagecetyg
gtgtecteas
tgcataagoa
acactaatag
actgtcctas
ttgtacatac

ajaaaaaaaa

3

19
ADN
Artificial

caatgggace
aggtttoetet
gtgcacgaag
escagtgetg
tggtttaatg
atcegacacct
cecaagette
ttecacette
cegeagagay
ctcogaceco

coctagacact

ctggaaggaa
gcagaacqgy
cacgecgegy
getgggetge
geccagtett
atcgoecttee
tageageeyge
cgeocgecgac
agtgggtggt
cagcaaggct
gtttettteg
aaacttggea
ggcagggycy
actaaaatte

aazaaas

ES 2413804 T3

grgcacotet
ctaagagaaa
ttgtgectan
ttgucestgg
tatcgeotace
gaaasagagy
agtcoccoactc
acokodagoet
gtggcacaas
atécccaaca

gatgaccoog

ttcgtgogge
cgoetgeetyge
cgegagygoca
ctggaggaca
ctcagatgay
aaccecactt
ctacttggtyg
rgtocagegot
ttgcgaggat
goteggggge
ttettgtitt
ctoctgtgee
agoacggaac

tgaagttasa

cotgecagga
acgagtgtgt
cccagattga
taeatttteott
aacggtagas
gggagettga
caggetteac
seacctatac
cctatcaggg

cecttcagaa

cgacgotgta

geetaggget
gegaggcgcs
cgetggaget
tegaggagge
gctgegeece
ttttetggaa
ataaccccte
gtgcgegegy
gagggacget
ceotggtteyg
gttttgtttt
ctctgootgyg
aatggggect

getotgetet

26

gasacagaac acegtgtgoa
ctcotgtagt aactgtaaga
gaatgttaag ggcactgagy
tggtetttge cttttatcoe
gtconagote tactecattg
aggaactact actaagoccec
coccaqestg ggottoagte
ccocggtgac tgtoeccaact
ggotgaccec atecttgega
gtgggagygac agogeccaca

cgocgtggtg gagaacgtge

gagegaccac gagatogate
atacagcatg ctggogacct
gotgggacge gtgetoogey
gotttgegge cccgoocgece
tgegggeage totaaggace
aggagqgaggtc ctgcagggge
gatgtacata gettttetca
agagaggtgce geegtgggot
atgecteatg cocgtttigy
toectgagee tttttcacag
gtttttaaat caatcatgtt
acaagcacat agcaagotga
tcagetggag ctgtggactt

tggaasaaaa aaaaaaaaaa

780
840
300
360
1020
1080
11490
1200
1260
1320
13890

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1380
2040
2100
2160
222¢
2236



10

15

20

25

30

35

<223> Secuencia diana

<400=> 3

gcﬁétcaéac tacgatatt

<210> 4
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Hebra sentido con NN en 3'

<220>
<221> misc_ARN
<222> (1)..(19)

<223> ribonucledtidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> cualquiera, A, T/U, C, G

<400> 4

goucucagac uacgauauun n

<210> 5
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Hebra antisentido con NN en 3'

<220>
<221> mis¢c_ARN

ES 2413804 T3

27

19

21
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15

20

25

30

35

<222> (1)..(19)

<223> ribonucledtidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(21)

<223> cualquiera, A, T/J, C, G

<400> 5

aauaucquag ucugagagcn n

<210>6
<211> 21
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Hebra sentido

<400> 6

goucucagac uacgaaauuu u

<210>7
<211> 21
<212> ARN
<213> Arificial

<220>

<223> Hebra antisentido

<400> 7

azauaucguag ucugagageu u

<210= 8
<211> 19

<212> ARN

ES 2413804 T3

28

21

21

21
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16

20

25

30

35

ES 2413804 T3

<213> Artificial

<220>
<223> Hebra sentido

<400> 8

goucucagac uacgauauu

<210>9
<211>19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> Hebra antisentido

<400=> 9

asuaucquag VCUgaAgagT

<210> 10
<211> 48
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Ddplex en horquilla con bucle

<220>
<221> misc_ARN
<222> (1)..(19)

<223> ribonucledtidos

<220>

<221> misc_feature

<222> (20)..(27)

<223> cualguiera, A, T/U, C, G

29

19

i9
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20

25

30

35

ES 2413804 T3

<220>
<221> misc_feature
=222> (28)..(48)

<223> ribonucledtidos

<400> 10

goucucagac JACGAUAULN ANNARNNAAY AUCGUAGUCU Gagageu

<210> 11
<211> 25
<212> ADN
213> Artificial

<220>
<223> Hebra sentido

<400=> 11

goucucagac Uacgauauuc ucucu

<210=> 12
<211> 25
<212> ARN
<213> Artificial

<220>
<223> Hebra sentido

=<400=> 12

gouduLagas upatgauauvuc ucudu

<210> 13
<211=> 27
<212> ARN
<213> Artificiat

30

18

25

25
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15

20

25

30

35

ES 2413804 T3

<220>

<223> Hebra antisentido

<400> 13

Agagagaauad uCguagueuy agagouu

«<210> 14
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 14
ccageageat tcocggtaaga

<210> 15
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 15

cagecageatt cggtaagaa

<210> 16
<211>19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

31

27

19

1%
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20

25

30

35

<400> 16

ageageattoe ggtaagaaa

<210= 17
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 17

agagatctae agacttcaa

<210> 18
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

<400> 18

gadagogagt acactgtaa

<210> 19
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 19

ccatgaagaa cacgigtaa

ES 2413804 T3

32

13

19

15

s
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25

30

35
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<210> 20
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 20

gaagaacacyg tgtaaatta

<210> 21
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 21

atocatogett ctacagata

<210> 22
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 22
agagoaattt agetttgat

<210> 23
<211> 19
<212> ADN

33

13

19

19
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15

20

25

30

35

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 23

ggtitgacga goacaaaga

<210> 24
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 24

tgatoeggat ggtotagea

<210> 25
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 25

goegateacga gaacaataa

<210> 28
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2413804 T3

34

13

19

19
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15

20

25

30

35

<223> Secuencia diana

<400> 26

geagtaaaca atcaatcta

<210> 27
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 27

caatctataa gaccattga

<210> 28
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 28

tttcaagaac goagoaata

<210> 29
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 29

ES 2413804 T3

35

1%

19

19
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15

20

25

30

35

ttcaagaacy cageaataa

<210> 30
<211>19
<212> ADN
«<213> Adificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 30

tcaagaacge agcaataaa

<210> 31
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 31

tcatgtatct gaaciaacga

<210> 32
<211>19
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 32
acageogactg cacghicgaa

<210> 33

ES 2413804 T3

36

19

19

19

19
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15

20

25

30

35

<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 33

gattaatget acgttgcasa

<210> 34
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 34

ctggagtcoct gtgoatgta

<210= 35
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 35

tggagtocty tgeatgtaa

<210> 36
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2413804 T3

37

19

19

19
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15

20

25

30

35

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 36

ggagtcoctgt gcatgtaat

<210> 37
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 37

catgtaatga aactgacaa

<210> 38
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 38

ctatgtocgat gotgaacaa

<210> 39
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

ES 2413804 T3

38

13

15

19
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15

20

25

30

35

<400> 39

caaatgtgag azacgagta

<210> 40
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>

<223> Secuencia diana

<400> 40

gecateggtte geattatca

<210> 41
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

«220>

<223> Secuencia diana

<400> 41

ateqggttoge attatcaaa

<210> 42
<211> 189
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 42

cecaagtcatt tgaggatct

ES 2413804 T3

39

19

19

19

13
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25
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35

ES 2413804 T3

<210> 43
<211=19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 43

coggtcacca gaagtgaaa

<210> 44
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>

<223> Secuencia diana

<400> 44

aaaggetgoe tcetttaaa

<210> 45
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 45

tttaaactge sgegteaga

<210> 46
<211> 19

40

1%

13

1%
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15

20

25

30

35

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 46

agatgcetgygt catghgitt

<210> 47
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 47

atgctggtea tgtgtttga

<210> 48
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 48

tgctggtcat gtgtttgaa

<210> 49
<211>19
<212> ADN
<213> Arificial

ES 2413804 T3

41

19

19

19
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16

20

25

30

35

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 49

ctggtcatgt gtttgaact

<210> 50
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220=>

<223> Secuencia diana

<400> 50

tgtaatgaac cgetgaata

<210=> 51
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 51

gtaatgaace getgaatat

<210> 52
<211>19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

ES 2413804 T3

42

15

19

139
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20

25

30

35

<400> 52

ctaagactaa tgeototeta

<210> 53
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 53

agactaatgc tctctagaa

<210> 54
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 54

cctaaccace taccttaca

<210> 55
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 55

tacatggtag ccagttgaa

ES 2413804 T3

43

13

13

i9

19
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35

<210> 56
<211> 18
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 56

tggtagecag ttgaattta

<210> 57
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 57

tttatggaat ctaccaact

<210> 58
<211= 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 58

gyaatctacce aactgttta

<210> 59
<211> 19
<212> ADN

ES 2413804 T3

44

19

19

13
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35

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 59

acoaggcecegt gatctotat

<210> 60
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 60

aattcgattt gotgtacea

<210> 61
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 61

tcgatttgot gtaccaagho

<210> 62
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2413804 T3

45

1%

19

19
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20

25

30

35

<223> Secuencia diana

<400> 62

acaaaggaac ctacttgta

<210> 83
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 63

gaacctactt gtacaatga

<210>64
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> B4

ctacttgtas aatgactgt

<210> 865
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>

<223> Secuencia diana

<400> 65

ES 2413804 T3

46

19

19

1%
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tgtgagageg goetocttoa

<210> 66
<211>19
<212> ADN
<213> Antificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 66

toagotggag atctottot

<210= 67
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 67
cagygtggaga tetottott

<210>68
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 68

agaaccagta ccggcatta

<210=> 69

ES 2413804 T3

47

15

19

i3

1s
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<211> 19
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 69

gaaccagtac cggoattat

<210> 70
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 70

aaccagtacc ggcattatt

<210> 71
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 71

ceggeattat tggagtgaa

<210=> 72
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

ES 2413804 T3

48

19

i3

19
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<220>

<223> Secuencia diana

<400> 72

cggoattatt ggagtgaasa

<210> 73
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 73
agcctggagt goacgaagt

<210> 74
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 74

ctectettoa ttggtttaa

<210> 75
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

ES 2413804 T3

49

19

19

13
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<400> 75

ttggtttaar gtatcgeocta

<210>76
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 76

gtttaatgta tcgcotaccoa

«<210= 77
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 77

tttaatgtat cgcectacocaa

<210> 78
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 78
agtccaaget ctacteeat

ES 2413804 T3

50

13

13

19

13
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<210> 79
<211> 19
<212> ADN
<213=> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 79

gagcttgaag gaactacta

<210> 80
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 80

cttgaaggaa ctactacta

<210> 81
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 81

ttgaaggaac tactactaa

<210> 82
<211> 19

ES 2413804 T3

51

15

19

15
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25
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35

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 82

acaagccaca gagectaga

<210> 83
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 83

tgtacgocogt ggtggagaa

<210> 84
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 84

cegttgegot ggaaggaat

<210> 85
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

ES 2413804 T3

52

19

19

19
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35

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 85

tctaaggace gtcectgoga

<210> 86
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 86

ctaatagasa cttggcact

<210> 87
<211>19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400~ 87

taatagaaac ttggcactce

<210> 88
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

ES 2413804 T3

53

19

13

19
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35

<400> 88

aatagaaact tggcactce

<210=> 89
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 89

atagaaactt ggcactoot

«<210> 90
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 90

tagaasacttg gcactectg

<210=> 91
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

<400> 91

atagecaaget gaactgtece

ES 2413804 T3

54

1%

19

13

13
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35

<210=> 92
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 92

tagcaagctg aactgqtoct

<210> 93
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 93

agcaagctga actgtocta

<210> 94
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 94

gcaagetgaa ctgtectaa

<210> 95
<211> 19
<212> ADN

ES 2413804 T3

55

19

19

19
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<213> Artificial

<220>

«223> Secuencia diana

<400> 95

tgaactgtcc taaggecagg

<210> 96
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 96

casaggaace tacttgtac

<210> 97
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 97

gagcttgaag gaactacta

<210> 98
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

56

1%

19

19
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35

<223> Secuencia diana

<400= 98

cacagagccot agacactga

<210= 99
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 99

tccaagetct actccattyg

<210= 100
<211> 19
<212> ADN
<213> Adtificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 100
tggagetgtt ggtgogaat

<210> 101
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 101
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Jacagggaga agagagata

<210> 102
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 102

gugagaagag agatagigt

<210> 103
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 103
gagaazgagag atagtgtgt

<210> 104
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 104
gaagagagat agtgtgtgt

<210> 105
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<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

<400> 105
gtgtgtgtce ccaaggaaa

<210> 106
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 106

gaaaatatat ccaccctca

<210> 107
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 107

daatatator accotcaaa

<210> 108
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia diana

<400> 108

ctgtaccaagy tgocacaas

<210> 109
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 109

accaagtgoc acaaagoaa

<210> 110
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 110

ctaagtgooacaaaggaas

<210> 111
<211> 19
<212> ADN
<213=> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana
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<400= 111

prcacasaggaacctacttg

<210=> 112
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 112

cazaggaace tacttgtac

<210> 113
<211> 19
<212> ADN
<213~ Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 113

aaaggaacet acttgtaca

<210> 114
<211> 19
<212> ADN
<213=> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

<400> 114

gatacggact goagggagt
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<210> 115
<211=>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 115

cggactgeag ggagtgtga

<210> 116
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 116

tecttecaceyg ottcagaaa

<210> 117
<211> 19
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 117

tagaaaacca cotcagaca

<210> 118
<211> 19
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 118

tgouteaget gotccaaat

<210> 119
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 119

ctocaaatge cgaaaggaa

<210> 120
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 120

tccaaatgocgaaaggasa

<210> 121
<211>19
<212> ADN
<213> Arificial
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<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 121

ccaaatgocyg aaaggazat

<210= 122
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 122

qgoecgasagga aatgggtca

<210> 123
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>

<223> Secuencia diana

<400= 123

aggaaatggqg tcaggtgga

<210> 124
<211=19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana
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<400> 124

ggaaatgyot caggtggag

<210> 125
<211> 19
<212> ADN

‘<21 3> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 125

gtgtgtgget geaggaaga

<210> 126
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 126

goaagaacca gtacoggoa

<210> 127
<211= 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 127

ccatgcaggt ttctitota
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<210> 128
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 128
cargcaggtt tctttctaa

<210> 129
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 128

tgoaggttte tttoctaaga

<210> 130
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 130

aggtetettt ctaagagaa

<210> 131
<211> 19
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 131

gatttoettte taagagaaa

<210> 132
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

<400> 132

agagaaaacg agtgtgtct

<210> 133
<211> 19
<212> ADN
<213> Adtificial

<220=>

<223> Secuencia diana

<400> 133
gagtgtgtet cctgtagta

<210> 134
<211> 19
<212> ADN
<213> Adificial

<220>
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<223> Secuencia diana

<400> 134
ctgtagtaac tgtaagaaa

<210> 135
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 135

agasaagcot ggagtgeac

<210> 136
<211> 19
<212> ADN
<213> Atificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 136

ttgagaatgt taagggoac

<210= 137
<211> 19
<212> ADN
<213> Adificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 137
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tgttaagggc actgaggac

<210> 138
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 138

ggtcatttts tttgorctt

<210> 138
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 139

cectectotte attggttta

<210> 140
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 140

tuctoettoat tggtttaat

<210> 141
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<211> 18
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 141
ctottecattg gtttaatgt

<210> 142
<211>19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 142
tottecattgg tttaatgta

<210> 143
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

=223> Secuencia diana

<400> 143

ctteattggt ttaatgtat

<210> 144
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial
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<220>

«223> Secuencia diana

<400>144

tccaagetet acktocattg

<210> 145
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

«223> Secuencia diana

<400> 145
ctccattgtt tgtgggaaa

<210> 146
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 146

gogyaastega cacctgaaa

<210> 147
<211> 19
<212> ADN
<213> Adificial

<220>

<223> Secuencia diana
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<400> 147

tgaaggaact actactaag

<210> 148
<211=19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 148

acctecaget ccaccotata

<210> 149
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 149

cocacaages acagageot

<210> 150
<211>19
<212> ADN
<213= Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 150

acgoogtggt ggagaacgt
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<210> 151
<211> 19
<212> ADN
<213> Aftificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 151

ggaaggaatt cgtgeggeg

<210> 152
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 152

tgagegacca cgagatogs

<210=> 153
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 153

gogaggogea atacageat

<210> 154
<211>19
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 154

tgggetgoet gaaggacat

<210> 155
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 155

catcaagtac tgaacgttt

<210> 156
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 156

tegtggtggt ggatggtaa

<210> 157
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia diana

<400> 157

gaaagegagt acactgtaa

<210> 158
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 158

gagectgact ctaggghtc

<210> 159
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 159

ccacataaga gatgatgat

<210> 160
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana
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<400> 160

cataagagat gatgatgtt

<210> 161
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 161

cgaatataac atagagcca

<210> 162
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 162

gttaatgata ccaaagaca

<210> 163
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 163

ctgaagatat caagaatgt
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<210> 164
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220~

<223> Secuencia diana

<400> 164

atgaagagtt gotoocaza

<210> 165
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 165

atgaagaaca cgtgtaaat

<210> 166
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 166

aattattggt ggtagcaga

<210> 167
<211>19
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 167

atcatogett ctacagata

<210> 168
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 168

atacatggge agaggggaa

<210> 169
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220

<223> Secuencia diana

<400> 169

Jgggcagaggg gaagagagt

<210> 170
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> Secuencia diana

<400> 170

ggaagagagt acaactaca

<210= 171
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 171

gaagagagta caactacaa

<210= 172
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 172

gagagtacaa ctacaaatt

<210> 173
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 173
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getaattgae agagttgat

<210> 174
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

«223> Secuencia diana

<400> 174

cggaacactt catgggata

<210>175
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

220>

<223> Secuencia diana

<400> 175

ggataatgea ggttttaas

<210> 176
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 176

agoctatoga atacagata

<210= 177
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211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 177

gaatacagat agagoagat

<210> 178
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 178

ggtaaaaccet ggtgaaaag

<210> 179
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 179

gtgaaaagea ctacaacat

<210> 180
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia diana

<400> 180

gaggaageat ctaaagttt

<210> 181
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 181

tatgggaact cttggatta

<210> 182
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 182

tgacgagcae aaagaatta

<210> 183
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana
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<400> 183

geacanagas ttatggtaa

<210> 184
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 184

ggttacaact catgaattg

<210> 185
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

«223> Secuencia diana

<400> 185

actcatgaat tgogacata

<210> 186
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 186

gtggegatca cgagaacas
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<210> 187
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 187

ctataagace attgaaagt

<210> 188
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 188

gaacgoagea ataaagttt

<210> 189
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 189

gecaataaagt ttgtgggaa

<210> 160
<211> 19
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<212> ADN
<213> Anificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400=> 190
caataaagtt tgtgggaac

<210> 191
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 191

gagggtggat gaaggagaa

<210= 192
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 192

ggatgaagga gaagagtgt

<210> 193
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>

<223> Secuencia diana

<400> 193

geatcatgta tcectgaacaa

<210> 194
<211> 19
<212> ADN
213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 194

caggaaatgce tgaagatga

<210> 195
<211> 19
<212> ADN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 195

gaatggoaaa tgtgagasa

<210> 196
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana
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<400> 196

ggatgtaatt gaacgattt

<210> 197
<211=19
<212= ADN
<213=> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 197

gtggatzaga aattggats

<210> 198
<211> 19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 198

ggataaacag tatgaatct

<210> 199
<211> 19
«<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400= 199

cctttaaact goagcgtca
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<210=> 200
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

«220>

<223> Secuencia diana

<400> 200

cgtgttgaca goazagaaa

<210= 201
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400>= 201

graaagaaac agagtgcta

<210> 202
<211> 19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 202

Cadaggasact uacuuaguac

<210> 203
<211> 19
<212> ARN
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<220>

«223> Secuencia diana

<400> 203

gagcuugaag gaacuacua

<210> 204
<211> 19
<212> ARN
<213> Arificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 204

cacagagecu agacacuga

<210> 205
<211> 19
<212> ARN
<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia diana

<400> 205

ucgaagoucu acuccauug
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REIVINDICACIONES

Un ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, en donde el ARN de interferencia
tiene como diana un ARNm gque corresponde a una cualquiera de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 14 - SEQ ID
NO: 58, y SEQ ID NO: 155 - SEQ ID NO: 201, para su uso en el tratamiento o la prevencidn de un estado
ocular relacionado con TNFa en un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis
alérgica o inflamacion ocular,

Un ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, comprendiendo el ARN de
interferencia: una hebra de nucledtidos sentido, una hebra de nucledtidos antisentido y una regidn de
complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos; en donde la hebra
antisentido hibrida en condiciones fisiolégicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1
que comprende el nucledtido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842,
844, 846, 860, 878, 894, 900, 909, 910, 913, 942, 970, 984, 1002, 1010, 1053, 1064, 1137, 1162, 1215,
1330, 1334, 1340, 1386, 1393, 1428, 1505, 1508, 1541, 1553, 15657, 1591, 1592, 1593, 1597, 1604, 1605,
1626, 1632, 1658, 1661, 1691, 1794, 1856, 1945, 1946, 1947, 1958, 2022, 2094, 2100, 2121, 2263, 2277,
2347, 2349, 2549, 2578, 2595, 2606, 2608, 2629, 2639, 2764, 2766, 2767, 2769, 3027, 3028, 3261, 3264,
3284, 3313, 3317, 3332 6 3337; para su uso en el tratamiento o la prevencion de un estado ocular
relacionado con TNFu en un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis
alergica o inflamacion ocular.

Un ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, comprendiendo el ARN de
interferencia: una hebra de nucledtidos sentido, una hebra de nucledtidos antisentido y una regién de
complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos, en donde la hebra
antisentido hibrida en condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2
que comienza en el nucledtido 124, 328, 387, 391, 393, 395, 406, 421, 423, 444, 447, 455, 459, 460, 467,
469, 470, 471, 475, 479, 513, 517, 531, 543, 556, 576, 587, 588, 589, 595, 601, 602, 611, 612, 651, 664,
667, 668, 669, 677, 678, 785, 786, 788, 791, 792, 804, 813, 824, 838, 843, 877, 884, 929, 959, 960, 961,
963, 964, 965, 970, 973, 974, 1000, 1002, 1013, 1026, 1053, 1056, 1057, 1058, 1161, 1315, 1318, 1324,
1357, 1360, 1383, 1393, 1420, 1471, 1573, 1671, 2044, 2045, 2046, 2047, 2048, 2089, 2090, 2091 & 2092
para su uso en el tratamiento o la prevencidn de un estado ocular relacionado con TNFa en un sujeto que lo
necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis alérgica o inflamacion ocuiar.

El ARN de interferencia para su uso segun la reivindicacidn 2, que comprende ademas un segundo ARN de
interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos y que comprende: una hebra de nucledtidos
sentido, una hebra de nucleétidos antisentido y una regidon de complementariedad al menos casi perfecta
de al menos 19 nucledtidos; en donde la hebra antisentido del segundo ARN de interferencia hibrida en
condiciones fisiologicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comprende el
nucledtido 124, 328, 387, 391, 393, 395, 406, 421, 423, 444, 447, 455, 459, 460, 467, 469, 470, 471, 475,
479, 513, 517, 531, 543, 556, 576, 587, 588, 589, 595, 601, 602, 611, 612, 651, 664, 667, 668, 669, 677,
678, 785, 786, 788, 791, 792, 804, 813, 824, 838, 843, 877, 884, 929, 959, 960, 951, 963, 964, 965, 970,
973, 974, 1000, 1002, 1013, 1026, 1053, 1056, 1057, 1058, 1161, 1315, 1318, 1324, 1357, 1360, 1383,
1393, 1420, 1471, 1573, 1671, 2044, 2045, 2048, 2047, 2048, 2089, 2090, 2091 6 2092.

El ARN de interferencia para su uso segun la reivindicacién 3, que comprende ademas un segundo ARN de
interferencia gue tiene una tongitud de 19 a 49 nucledtidos y que comprende: una hebra de nucledtidos
sentido, una hebra de nucledtidos antisentido y una regidn de complementariedad al menos casi perfecta
de al menos 19 nucledtidos; en donde la hebra antisentido del segundo ARN de interferencia hibrida en
condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm gque corresponde a SEQ ID NO: 2 que comprende ei
nucledtido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842, 844, 846, 860, 878,
894, 900, 909, 910, 913, 942, 970, 984, 1002, 1010, 1053, 1064, 1137, 1162, 1215, 1330, 1334, 1340,
1386, 1393, 1428, 1505, 1508, 1541, 1553, 1557, 1591, 1592, 1593, 1597, 1604, 1605, 1626, 1632, 1658,
1661, 1691, 1794, 1856, 1945, 1946, 1947, 1958, 2022, 2004, 2100, 2121, 2263, 2277, 2347, 2349, 2549,
2578, 2595, 26086, 2608, 2629, 2639, 2764, 2766, 2767, 2769, 3027, 3028, 3261, 3264, 3284, 3313, 3317,
3332 6 3337, en donde el ARN de interferencia es para su administracién al ojo del sujeto.

El ARN de interferencia para su uso segun la reivindicacidn 2 6 3, en donde ia hebra de nucledtidos sentido
y la hebra de nucledtidos antisentido estan conectadas por una hebra de nucledtidos en bucle.

Una molécuia de ARNip bicatenario que regula por disminucién la expresion de un gen de TACE mediante
interferencia de ARN, en donde: cada hebra de la molécula de ARNip tiene independientemente de
aproximadamente 19 a aproximadamente 27 nucledtidos de longitud; y una hebra de la moléculia de ARNip
comprende una secuencia de nucledtidos que tiene complementariedad sustancial con un ARNm
correspondiente al gen de TACE de manera que la molécula de ARNip dirige la escision del ARNm
mediante interferencia de ARN para su uso en el tratamiento o la prevencion de un estado ocular
relacionado con TNFa en un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis
alérgica o inflamacién ocular.
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Una molecula de ARNip bicatenario que regula por disminucién la expresion de un gen de TNFR1 mediante
interferencia de ARN, en la que: cada hebra de la molécula de ARNip tiene independientemente de
aproximadamente 19 a aproximadamente 27 nucledtidos de longitud; y una hebra de la molécula de ARNip
comprende una secuencia de nucledtidos que tiene complementariedad sustancial con un ARNm
correspondiente al gen de TNFR? de manera que la molécula de ARNip dirige la escision del ARNm
mediante interferencia de ARN, para su usc en el tratamiento o la prevencién de un estado ocular
relacionado con TNFa en un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis
alérgica o inflamacién ocular.

Un ARN de interferencia monocatenario que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos, en donde el ARN de
interferencia monocatenario hibrida en condiciones fisioldgicas con una parte del ARNm que corresponde a
SEQ ID NO: 1 que comprende el nucledtide 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649,
689, 755, 842, 844, 846, 860, 878, 804, 900, 909, 910, 913, 942, 970, 984, 1002, 1010, 1053, 1064, 1137,
1162, 1215, 1330, 1334, 1340, 1386, 1393, 1423, 1505, 1508, 1541, 1553, 1557, 1581, 1592, 1593, 1597,
1604, 1605, 1626, 1632, 1658, 1661, 1691, 1794, 1856, 1945, 1946, 1947, 1958, 2022, 2094, 2100, 2121,
2263, 2277, 2347, 2349, 2548, 2578, 2595, 2606, 2608, 2629, 2639, 2764, 2766, 2767, 2769, 3027, 3028,
3261, 3264, 3284, 3313, 3317, 3332 6 3337, y el ARN de interferencia tiene una regidn de
complementariedad contigua al menos casi perfecta con fa parte hibridante del ARNm correspondiente a
SEQ ID NO: 1, para su uso en el tratamiento o la prevencién de un estado ocular relacionado con TNFa en
un sujeto que lo necesita, en donde diche estade es ojo seco, conjuntivitis alérgica o inflamacidn ocular.

El ARN de interferencia para su usc segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el ARN
de interferencia se administra mediante expresién in vivo desde un vector de expresion que puede expresar
el ARN de interferencia.

El ARN de interferencia para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el ARN de interferencia se
administra mediante un vector de expresion que puede expresar el ARN de interferencia in vivo, y en donde
cada hebra de la molécula de ARNip tiene independientemente de aproximadamente 19 nucledtidos a
aproximadamente 25 nucledtidos de longitud, o de aproximadamente 19 nucledtidos a aproximadamente 21
nucledtidos de longitud.

El ARN de interferencia para su uso segin una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 6, 10 y 11, en donde
el ARN de interferencia es un ARNhp o un ARNip.
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