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DESCRIPCION 

InhibiciOn mediada por ARNi de estados relacionados con factor de necrosis tumoral-a 

Campo de la invention 

La presente invenciOn se refiere al campo de composiciones de ARN de interferencia para silenciar el factor de 

5 necrosis tumoral-a (TNFa) silenciando el ARNm del receptor de TNF de superficie celular 1 de TNFa. (TNFR1), o el 

ARNm de la enzima convertidora de TNFa (TACE/ADAM17). El silenciamiento de tales dianas de TNFa es ntil 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 invencion 

10 La inflamaci6n se trata generalmente con un regimen antiinflamatorio convendonal que incluye esteroides y/o 

farmacos anfiinflamatorios no esteroideos (AINE). La conjuntivitis alergica, inflamacion ocular, dermatitis, rinitis y 

asma se han tratado histOricamente con un regimen de antihistaminicos orates, intranasales o tOpicos ademas de o 

esteroides orales o intranasales. Normalmente, un tratamiento sistemico requiere que se administren 

concentraciones superiores del compuesto farmacologico para proporcionar una concentraci6n eficaz para alcanzar 

15 el sifio de tratamiento necesario Se sabe que los compuestos antihistaminicos tienen actividad en el sistema 

nervioso central; la somnolencia y el secado de las membranas mucosas son un efecto secundario corn& del uso 

de antihistaminicos. Los AINE y esteroides tienen posibles efectos secundarios incluyendo aumento de la presion 

intraocular, catarata, glaucoma o queratitis ulcerativa peritonea. 

El ojo seco, tambien conocido como conjunfivitis seca o queratoconjunfivitis seca, es un trastorno oftalmoldgico 

20 comOn que implica descomposici6n de la pelicula de lagnmas preocular, dando como resultado la deshidrataciOn de 

superficie externa expuesta del ojo. Hasta la fecha, el ojo seco se ha tratado con administraci6n t6pica de 

disoluciones de lagrimas adificiales. Algunas de estas disoluciones contienen sustancias mucomimeticas para 

reemplazar o reponer temporalmente 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 empeoramientos del ojo seco. Se 

25 requiere que la terapia de "pulso" propuesta evite complicaciones asociadas con la terapia con esteroides tradicional 

para estados inflamatorios tales como presiOn intraocular aumentada y formacion de cataratas. 

La citocina TNFa 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 a inhibici6n de la pigmentaci6n de la 

cornea y la restauracion de tiempo de ruptura lagrimal mediante la modulacion especifica de los niveles de TNFa. de 

30 la superficial ocular. La terapia de ojo seco resulto inhibiendo la sintesis de TNFa (RDP58) o neutralizando 

especificamente TNFa usando un anticuerpo monoclonal (REMICADEO) o un receptor soluble (ENBREL®). Cada 

uno de estos tratamientos dirigidos a TNFa dio como resultado niveles de eficacia obtenidos con esteroides 

antiinflamatorios oculares tOpicos. 

La publicacion de patente estadounidense 2005/0227935, publicada el 13 de octubre de 2005, concedida a 

35 McSwiggen e t a/. se refiere a inhibition mediada por ARN de interferencia de TNF y la expresiOn genica del receptor 

de TNF. Sin embargo, dicha publicaciOn no ensena ninguna de las secuencias diana particulares para la 

interferencia de ARN tal como se proporciona en el presente documento. 

Lindstedt e t al.2005 (The British Journal of Ophtalmology 89(5):533-536) describen la inhibition de TNFa mediante 

anticuerpos y el uso de tales anticuerpos en el tratamiento de inflamacion ocular 

40 Las realizaciones de la presente invencidin abordan la necesidad en la tecnica de tratamientos adicionales para el 

ojo seco y la inflamaci6n y proporcionan terapias alternativas para los mismos. 

Sumario de la invencion 

La presente invenci6n 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 dicho estado ocular 

45 relacionado con TNFa es ojo seco, conjuntivitis alergica o inflamaciOn ocular. En un aspecto, la invencien incluye 

tratar a un sujeto que tiene un estado ocular relacionado con TNFa o que corre el riesgo de desarrollar un estado 

ocular relacionado con TNFa administrando ARN de interferencia que silencia la expresion del ARtstrn de TACE o 

ARNm de TNFR1, interfiriendo asi con el procesamiento proteolitico del precursor para TNFa, o interfiriendo con la 

union de TNFa a su receptor de superficie celular, respectivamente, atenuando de ese modo la actividad de TNFa e 

50 impidiendo una cascada de acontecimientos relacionados con apoptosis e inflamacidn, en el que dicho estado ocular 

relacionado con TNFa es ojo seco, conjuntivitis alergica o inflamaciOn ocular. 

Tal como se describe en el presente documento, estado relacionado con TNFa incluye estados tales como ojo seco 

y estados infiamatorios relacionados con TNFa. Tal como se describe adicionalmente en el presente documento, 

estado inflamatorio relacionado con TNFa incluye estados tales como inflamacien ocular, conjuntivitis alergica, 
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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 TNFa 

incluye particularmente estados oculares relacionados con TNFa tales como ojo seco, conjuntivitis alergica e 

inflamaci6n ocular. El ARN de interferencia descrito en el presente documento proporciona el silenciamiento de las 

5 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 metodo de atenuaci6n de la expresiOn del ARNm de TACE de un sujeto. 

El metodo comprende administrar al sujeto una composici6n que comprende una cantidad eficaz de ARN de 

interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleotidos y un portador farmaceuticamente aceptable, 

10 comprendiendo el ARN de interferencia una regi6n de al menos 13 nucleotidos configuos 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 penOltimos nucleatidos 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 aten0a de 

ese modo. 

15 En el presente documento se describe tambien 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 nucleatidos, y un portador farmaceuticamente aceptable, en el que el 

ARN de interferencia comprende una regi6n de al menos 13 nucle6tidos contiguos que tiene una 

complementariedad de secuencia de al menos el 90% con, o una identidad de secuencia de al menos el 90% con, 

20 los 13 peratimos nucleotidos 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. El estado relacionado con TNFa se trata de ese 

modo. 

En el presente documento se describe ademas un metodo de atenuaci6n de la actividad de TNFa de un sujeto 

atenuando la expresi6n de ARNm de TACE o ARNm de TNFR1 del sujeto, que comprende administrar al sujeto una 

25 composiciOn que comprende una cantidad eficaz de ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 

nucleatidos y un portador farmaceuticamente aceptable y el ARN de interferencia comprende una hebra de 

nucleotidos sentido, una hebra de nucleatidos antisentido y una regi6n de complementariedad contigua al menos 

casi perfecta de al menos 19 nucleatidos en el que la hebra antisentido se hibrida en condiciones fisiologicas con 

una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que comprende el nucleetido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 

30 493, 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 o en el que la hebra antisentido se hibrida en condiciones 

35 fisiologicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comienza en el nucleatido 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, 

40 2089, 2090, 2091, 2092 6 2098. La expresi6n de ARNm de TACE se atenCia cuando la hebra antisentido se hibrida 

con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 tal como se mencion6 anteriormente. La expresien de 

ARNm de TNFR1 se atenria cuando la hebra antisentido se hibrida con una parte del ARNm que corresponde a SEQ 

ID NO: 2 tal como se mencion6 anteriormente. 

En el presente documento se describe ademas el tratamiento de un estado relacionado con INFa en un sujeto que 

45 lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composici6n que comprende una cantidad eficaz de ARN de 

interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleOtidos, y un portador farmaceuticamente aceptable, 

comprendiendo el ARN de interferencia una hebra de nuclerrtidos sentido, una hebra de nucle6tidos antisentido y 

una region de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucle6tidos; en el que la hebra 

antisentido se hibrida en condiciones fisiolOgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que 

50 comprende el nucleatido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842, 844, 846, 860, 

878 , 894 , 900 , 909 , 9 1 0 , 9 1 3 , 942 , 970 , 984 , 1 002 , 1 0 1 0 , 1 053, 1 064 , 1 1 37 , 1 1 62 , 1 2 1 5 , 1 330 , 1 334 , 1 340 , 1 386 , 

1 393 , 1 428 , 1 505 , 1 508 , 1 54 1 , 1 553 , 1 557 , 1 59 1 , 1 592 , 1 593 , 1 597 , 1 604, 1 605 , 1 626 , 1 632 , 1 658 , 1 66 1 , 1 69 1 , 

1 794 , 1 856 , 1 945 , 1 946 , 1 947 , 1 958 , 2022 , 2094 , 2 1 00 , 2 1 2 1 , 2263, 2277, 2347 , 2 349 , 2 549 , 2578 , 2595 , 2606 , 

2608 , 2629 , 2639 , 2764 , 2766 , 2767 , 2769 , 3027 , 3028 , 326 1 , 3264 , 3284 , 33 1 3 , 33 1 7 , 3332 6 3337 . El estado 

55 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 composiciOn que comprende una cantidad eficaz de 

ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleatidos, y un portador farmaceuticamente aceptable, 

comprendiendo el ARN de interferencia una hebra de nucleOtidos sentido, una hebra de nucleetidos antisentido y 

60 una region de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nuclei:trios; en el que la hebra 

antisentido se hibrida en condiciones fisiologicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que 
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comp rende el nucleOt ido 1 24 , 328 , 387 , 39 1 , 393 , 395 , 406, 42 1 , 423, 444 , 447 , 455 , 459, 460 , 467 , 469 , 470 , 47 1 , 

475 , 479 , 5 1 3 , 5 1 7 , 53 1 , 543 , 556 , 576 , 587 , 588 , 589 , 595 , 60 1 , 602 , 6 1 1 , 6 1 2 , 65 1 , 664 , 667 , 668 , 669 , 677 , 678 , 

785 , 786 , 788 , 79 1 , 792 , 804 , 8 1 3 , 824 , 8 38 , 843 , 877 , 884 , 929 , 959 , 960 , 96 1 , 963 , 964 , 965 , 970 , 973 , 974 , 1 000 , 

1 002 , 1 0 1 3 , 1 026 , 1 053 , 1 056 , 1 057 , 1 058 , 1 1 6 1 , 1 3 1 5 , 1 3 1 8 , 1 324 , 1 357, 1 360 , 1 383 , 1 393 , 1 420, 1 47 1 , 1 573 , 

1 67 1 , 2044 , 2045 , 2046 , 2047 , 2048 , 2089 , 2090 , 209 1 , 2092 6 2098 . E l estado relacionado con TNFa se trata de 

ese mode. 

Tambien podria administrarse al sujeto un segundo ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 

nucleotides en una realizadOn adicional; comprendiendo el segundo ARN de interferencia una hebra de nucleotides 

sentido, una hebra de nucleOtidos antisentido y una regi6n de complementariedad al menos casi perfecta de al 

10 menos 19 nucleotides en el que la hebra antisentido del segundo ARN de interferencia se hibrida en condiciones 

fisiologicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 que c,omprende un nucle6tido tal como se 

mencion6 anteriormente, o en el que la hebra antisentido se hibrida en condiciones fisiologicas con una parte del 

ARNm que corresponde a SEO ID NO: 2 que comienza en el nucleotide 124, 328, 387, 391, 393, 395, 406, 421, 423, 

15 

Cuando un primer ARN de interferencia selecciona como diana SEQ ID NO: 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 

20 interferencia selecciona come 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 el presente documento, pueden 

administrarse, un tercere, cuarto o mas ARN de interferencia. 

444 , 447 , 455 , 459 , 460 , 467 , 469 , 470 , 47 1 , 475 , 479 , 5 1 3 , 5 1 7 , 53 1 , 543 , 556 , 576 , 587 , 588 , 589 , 595 , 60 1 , 602 , 

6 1 1 , 6 1 2 , 65 1 , 664 , 667 , 668 , 669 , 677 , 678 , 785 , 786 , 788 , 79 1 , 792 , 804 , 8 1 3 , 824 , 838 , 843 , 877 , 884 , 929 , 959 , 

960 , 96 1 , 963 , 964, 965, 970 , 973 , 974 , 1 000 , 1 002 , 1 0 1 3 , 1 026 , 1 053, 1 056, 1 057, 1 058 , 1 1 6 1 , 1 3 1 5 , 1 3 1 8 , 1 324, 

1 357 , 1 360 , 1 383 , 1 393 , 1 420 , 1 47 1 , 1 573 , 1 67 1 , 2044 , 2045, 2046 , 2047 , 2048 , 2089 , 2090 , 209 1 , 2092 6 2098 . 

En el presente documento se describe tambien el tratamiento de un estado relacionado con TNFa en un sujeto que 

lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composiciOn que comprende una molecula de ARNip 

25 bicatenario que regula por disminucien la expresien de un gen de TACE mediante interferencia de ARN, en el que 

coda hebra de la molecula de ARNip tiene independientemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 27 

nucleetidos de longitud; y una hebra de la molecula de ARNip comprende una secuencia de nucleotides que tiene 

complementariedad sustancial con un ARNm correspondiente al gen de TACE, de manera que la molecule de 

ARNip dirige la escisidn del ARNm mediante interferencia de ARN. 

30 En el presente documento se describe tambien el tratamiento de un estado ocular relacionado con INFa en un 

sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una composiciOn que comprende una molecula de 

ARNip bicatenario que regula por disminucien la expresiOn de un gen de TNFR1 mediante interferencia de ARN, en 

el que cada hebra de la molecula de ARNip fiene independientemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 

27 nucletitidos de longitud; y una hebra de la molecula de ARNip comprende una secuencia de nucleados que tiene 

35 complementariedad sustancial con un ARNm correspondiente al gen de TNFR1 de manera que la molOcula de 

ARNip dirige a escision del ARNm mediante interferencia de ARN. 

En el presente documento se describe ademas un meted° de atenuaci6n de la expresion del ARNm de TACE del 

sujeto, que comprende administrar al sujeto una composition que comprende una cantidad eficaz de un ARN de 

interferencia monocatenado y un portador farmaceuticamente aceptable. El ARN de interferencia monocatenario 

40 tiene una longitud de 19 a 49 nucletitidos y se hibrida en condiciones fisiolOgicas con una parte del ARNm que 

corresponde a SEQ ID NO: 1 que comprende el nucleOtido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 

45 

649 , 689 , 755 , 842 , 844 , 846 , 860 , 878 , 894 , 900, 909 , 9 1 0 , 9 1 3 , 942 , 970 , 984 , 1 002 , 1 0 1 0 , 1 053 , 1 064 , 1 1 37 , 

1 1 62 , 1 2 1 5 , 1 330 , 1 334 , 1 340 , 1 386 , 1 393 , 1 428 , 1 505 , 1 508 , 1 54 1 , 1 553, 1 557 , 1 59 1 , 1 592 , 1 593 , 1 597 , 1 604 , 

1 605 , 1 626 , 1 632 , 1 658 , 1 66 1 , 1 69 1 , 1 794 , 1 856 , 1 945 , 1 946 , 1 947 , 1 958 , 2022 , 2094 , 2 1 00 , 2 1 2 1 , 2263 , 2277 , 

2347 , 2349 , 2549 , 2578 , 2595 , 2606 , 2608 , 2629 , 2639 , 2764 , 2766 , 2767 , 2769 , 3027 , 3028 , 326 1 , 3264 , 3284 , 

33 1 3 , 33 1 7 , 3332 6 3337 , y e l ARN de i nterfe rencia t iene una reg i6n de comp lementari edad contig ua al menos casi 

perfecta con la parte hibridante del ARNm correspondiente a SEQ ID NO: 1. La expresiOn de ARNm de TACE se 

atenOa de ese modo. 

En el presente documento se describe ademas una composicien que comprende un ARN de interferencia que fiene 

50 una longitud de 19 a 49 nucleOfidos, y que comprende una secuencia de nucleOtides 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, o un 

complemento de las mismas; y un portador farmaceuticamente aceptable. 

En el presente documento se describe tambien una composicion que comprende un ARN de interferencia que 

consiste esencialmente en una secuencia de nucleOtidos que corresponde a una cualquiera de SEQ ID NO: 59 - 

55 SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 - SEQ ID NO: 92 y SEQ ID NO: 94- SEQ ID NO: 154, o un complemento de las 

mismas; y un portador farmackuticamente aceptable. 

En el presente documento se describe tambien el uso de cualquiera de los aspectos descritos en el presente 

documento en la preparacien de un medicamento para atenuar a expresiOn de ARNm de TACE o de ARNm de 

TNFR1 como meted° de atenuacien de la actividad de TNFa y de ese modo tratar un estado relacionado con TNFa  
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tal como se expone en el presente documento. 

Breve descripcion de las figuras 

Con el fin de que se ilustre la manera en que se obtienen los objetos mencionados anteriormente y otras ventajas de 

la invencien, se hare una descripcion mas particular de la invencion brevemente descrita anteriormente con 

5 referencia a reafizaciones especificas de la misma, que se ilustran, en los dibujos adjuntos. Entendiendo que estos 

dibujos solo representan realizaciones tipicas de la invencion y por tanto no deben considerarse limitativos de su 

alcance, la invenciOn se describira con detalle y especificidad adicionales a tat del uso de los dibujos adjuntos en 

los que: 

La figura 1 proporciona una inmunotransferencia de tipo Western para TNFR1 de celulas GTM-3 transfectadas con 

10 ARNip de TNFR1 n.° 1, n.° 2, n.° 3 y n.° 4, y un ARNip control fibre 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 tampOn (-ARNip). Las flechas indican 

las posiciones de las bandas de TNFR1 de 55 kDa y de actina de 42 kDa. 

Descripcien detallada de la invencion 

La presente invencien se define mediante las reivindicaciones. 

15 Las siguientes definiciones y explicaciones pretenden y estan pensadas para controlar cualquier interpretaci6n futura 

a menos que se modifique clara e inequivocamente en los siguientes ejemplos o cuando la aplicacien del significado 

haga que cualquier interpretaciOn carezca de sentido o carezca esencialmente de sentido. En casos en los que la 

interpretacien del termino haga que carezca de senfido o carezca esencialmente de sentido, la definicien debera 

tomarse del diccionario Webster, 3° edicitin. 

20 Tal como se usa en el presente documento, todos los porcentajes son porcentajes en peso, a menos que se indique 

lo contrario. 

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

para querer decir "uno", "al menos uno" o "uno o dies". 

El termino "ojo seco", tambien conocido como conjuntivitis seca o queratoconjuntivifis seca, es un trastorno 

25 oftalmolOgico comen que implica descomposici6n de la pelicula de lagrimas preocular, dando como resultado 

deshidratacitm de la superficie externa expuesta del ojo. 

El termino "inflamacion ocular", tal como se usa en el presente documento, incluye por ejemplo iritis, uveitis, 

epiescleritis, escleritis, queratitis, endoftalmitis, blefarifis y estados inflamatodos iatrogenicos. 

El termino "conjuntivitis alergica", tal como se usa en el presente documento, se refiere a inflamacion de la conjuntiva 

30 que es la membrana delicada que reviste los parpados y cubre la superficie expuesta de la escleditica. El termino 

"conjuntivifis alergica" incluye, por ejemplo, queratoconjuntivitis atopica, conjuntivitis papilar gigante, conjuntivitis de 

la fiebre del heno, conjuntivitis alergica perenne y queratoconjuntivitis vernal. 

La expresien "una regiOn de al menos 13 nucleOtidos configuos 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 peratimos nucleatidos del 

35 extremo 3' de un ARNm que corresponde a uno cualquiera de (un identificador de secuencia)" permite una (mica 

sustituci6n de nucleatidos. Dos sustituciones de nucleOtidos (es decir, 11/13 = 85% de 

identidad/complementadedad) no se incluyen en tal expresiOn. 

El termino "porcentaje de identidad" describe el porcentaje de nucleOtidos contiguos en una primera molecule de 

acid° nucleic° que son los mismos que en un conjunto de nucleotidos contiguos de la misma longitud en una 

40 segunda molecule de acid° nucleico. El termino "porcentaje de complementariedad" describe el porcentaje de 

nucleatidos contiguos en una primera molecule de acid° nucleico que pueden experimenter apareamiento de bases 

en el senfido de Watson-Crick con un conjunto de nucleraidos contiguos en una segunda molecule de acid° 

nucleic°. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "hibridaciOn" significa y se refiere a un procedimiento en el 

45 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 

hibridaciOn son sensibles y selectivas. In vitro, la especificidad de hibridaci6n (es decir, rigurosidad) se controla por 

ejemplo mediante las concentraciones de sal o formamida en las disoluciones de prehibridatiOn e hibridacien y 

mediante la temperature de hibridacien; tales procedimientos se conocen bien en la tecnica. En particular, se 

50 aumenta la rigurosidad reduciendo la concentration de sal, aumentando la concentracien de formamida o elevando 

la temperatura de hibridatiOn. 

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 hibridacien en Sambrook, J., 1989, 
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. Los 

ejemplos adicionales de condiciones de hibridaciOn rigurosas incluyen NaCI 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4, EDTA 

1 mM, 50°C o 70°C durante 12-16 horas seguido por lavado, o hibridaci6n a 70°C en 1XSSC o 50°C en 1XSSC, 

formamida al 50% seguido por lavado a 70°C en 0,3XSSC, o hibridaci6n a 70°C en 4XSSC o 50°C en 4XSSC, 

5 formamida al 50% seguido par lavado a 67°C en 1XSSC. La temperatura para la hibridaciOn es de aproximadamente 

5-10°C menos que la temperatura de fusion (Tm) del hibrido en el que Tm se determina para hibridos entre 19 y 49 

pares de bases de longitud usando el siguiente calculo: Tm °C = 81,5 + 16,6(logio[Nai]) + 0,41 (% de G+C) - (600/N) 

en la que N es el nOmero de bases en el hibrido, y [Na+] es la concentraciOn de iones sodio en el tamp6n 

hibridacion. 

10 Las secuencias de acid° nucleico mencionadas en el presente documento se escriben en una direccien de 5' a 3' a 

menos que se indique lo contrario. El termino "acido nucleico", tal como se usa en el presente documento, se refiere 

a o bien ADN o bien ARN o bien una forma modificada 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 proporcionados en el presente documento pueden 

15 comprender bases "T", particularmente en los extremos 3', aCin cuando las bases "T" no se produzcan de manera 

natural en el ARN. "Acido nucleico" incluye los terminos "oligonucleOtido" y "polinucleetido" y puede hacer referencia 

a una molecula monocatenaria o una molecula bicatenaria. Una molecula bicatenaria se forma mediante 

apareamiento de bases de Watson-Crick entre bases A y T, bases C y G, y entre bases A y U. Las hebras de una 

molecula bicatenaria pueden tener complementariedad parcial, sustancial o completa entre si y formaran un hibrido 

20 duplex, cuya fuerza de uni6n depende de la naturaleza y el grado de complementariedad de la secuencia de bases. 

Una secuencia de ARNm se deduce facilmente a partir de la secuencia de la secuencia de ADN correspondiente. 

For 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 identica 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 

25 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 expresi6n genica. Sin querer restringirse a la teoria, la ARM comienza con la escisiOn de ARNbc mas largos en 

ARN de interferencia pequerlos (ARNip) mediante una enzima similar a ARNasa III, Dicer. Los ARNip son ARNbc 

que tienen habitualmente de aproximadamente 19 a 28 nucleotidos, o de 20 a 25 nucleatidos, o de 21 a 22 

30 nucleOtidos de longitud y a menudo contienen proyecciones en 3' de 2 nucleOtidos, y extremos terminales de fosfato 

en 5' e hidroxilo en 3'. Una hebra del ARNip se incorpora en un complejo de ribonucleoproteina conocido como 

complejo silenciador inducido por ARN ("RNA-induced silencing complex" , RICS). El RISC usa esta hebra de ARNip 

para identificar moleculas de ARNm que son al menos parcialmente complementarias a la hebra de ARNip 

incorporada, y entonces escinde estos ARNm diana o inhibe su traducci6n. Por tanto, a hebra de ARNip que se 

35 incorpora al RISC se conoce como hebra guia o hebra antisentido. La otra hebra del ARNip, conocida como hebra 

pasajera o hebra sentido, se elimina del ARNip y es al menos parcialmente homologa al ARNm diana. Los expertos 

en la tecnica reconoceran que, en principio, cualquier hebra de un ARNip puede incorporarse al RISC y funcionar 

como hebra guia. Sin embargo, el diseno de ARNip (por ejemplo, disminuciOn de la estabilidad del duplex de ARNip 

en el extremo 5' de la hebra guia deseada) puede favorecer la incorporaci6n de la hebra guia deseada al RISC. 

40 La escisi6n mediada por RISC de ARNm que tienen una secuencia al menos parcialmente 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 tambien puede disminuir la expresiOn de la proteina 

correspondiente mediante represiOn de la traducci6n sin escisiOn del ARNm diana. Otras moleculas de ARN y 

moleculas similares a ARN tambien pueden interaccionar con RISC y silenciar la expresitin genica. Los ejemplos de 

45 otras moleculas de ARN que pueden interaccionar con RISC incluyen ARN en horquilla pequenos (ARNhp), ARNip 

monocatenarios, microARN (mARNi) y *lex de Dicer-sustrato de 27 meros. El termino "ARNip" tal como se usa en 

el presente documento se refiere a un ARN de interferencia bicatenario a menos que se indique lo contrario. Los 

ejemplos de moleculas similares a ARN que pueden interaccionar con RISC incluyen moleculas de ARN que 

contienen uno o mas nucle6tidos quimicamente modificados, uno o mas desoxirribonucleOtidos y/o una o mas 

50 uniones disfintas de fosfodiester. Para los fines de la presente discusiOn, todas las moleculas de ARN o similares a 

ARN que pueden interaccionar con RISC y participar en los cambios mediados por RISC en la expresiOn genica se 

denominaran "ARN de interferencia". Por tanto, los ARNip, ARNhp, mARNi y dOplex de Dicer-sustrato de 27 meros 

son subconjuntos de "ARN de interferencia". 

El ARN de interferencia de las realizaciones de la invencian parece actuar de manera catalitica para escindir el 

55 ARNm diana, es decir, el ARN de interferencia puede efectuar la inhibiciOn del ARNm diana en cantidades 

subestequiometricas. En comparaci6n con terapias antisentido, se requiere significativamente menos ARN de 

interferencia para proporcionar un efecto terapeutico 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 TNFa receptor 1 de TNFa (TNFR1) o la enzima convertidora de TNFa (TACE/ADAM17, denominada en el 

60 presente documento "TACE"), cuya inhibici6n reduce la acfividad del factor de necrosis tumoral-a (TNFa). La unien 

de TNFa a su receptor de superficie celular, receptor 1 de TNF (TNFR1), activa una cascada de senalizaciOn que 
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afecta a una variedad de respuestas celulares incluyendo apoptosis e inflamaciOn. El propio TNFa se expresa 

inicialmente como un precursor inactivo, unido a la membrana. La liberacidin de la forma activa de TNFa de la 

superficie celular requiere el procesamiento proteolitico del precursor mediante la enzima convertidora de TNFa 

(TACE/ADAM17), un miembro de la familia de 'desintegrina A y metaloproteasa' (ADAM). 

5 Segal) la presente invencien, la inhibiciOn de la expresi6n de ARNm de TNFR1, ARNm de TACE o los ARNm tanto 

de TNFR1 como TACE reduce eficazmente la accien de TNFa. Ademas, los ARN de interferencia expuestos en el 

presente documento proporcionados exagenamente o expresados endogenamente son particularmente eficaces en 

el silenciamiento de ARNm de TNFR1 o ARNm de TACE. 

ARNm de enzima convertidora de factor de necrosis tumoral-a (TACE/ADAM1 7) : La base de datos GenBank 

10 proporciona la secuencia de ADN para TACE con el flamer° de registro NM_003183, proporcionada en la "lista de 

secuencias" como SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 1 proporciona la secuencia de la hebra sentido del ADN quo 

corresponde al ARNm que codifica para TACE (con la excepciOn de bases "T" por bases "U"). La secuencia 

codificante para TACE es de desde los nucleatidos 184 - 2658. 

Equivalentes de la secuencia de ARNm de TACE mencionada anteriormente son formas de code y empalme 

15 alternativas, formas alalicas, isoenzimas o un cognado de las mismas. Un cognado es un ARNm de enzima 

convertidora de factor de necrosis tumoral-a de otra especie de mamffero que es homOlogo a SEQ ID NO: 1 (es 

decir, un ort6logo). 

ARNm de receptor 1 de factor de necrosis tumoral (TNFR1) : La base de datos GenBank proporciona la secuencia de 

ADN para TNFR1 con el flamer° de registro NM_001065, proporcionada en la "lista de secuencias" como SEQ ID 

20 NO: 2. SEQ ID NO: 2 proporciona la secuencia de la hebra sentido del ADN que corresponde al ARNm que codifica 

para TNFR1 (con la excepciOn de bases "T" par bases "U"). La secuencia codificante para TNFR1 es de desde los 

nucleatidos 282- 1649. 

Equivalentes de la secuencia de ARNm de TNFR1 mencionada anteriormente son formas de code y empalme 

alternativas, formas alelicas, isoenzimas o un cognado de las mismas. Un cognado es un ARNm de receptor 1 de 

25 factor de necrosis tumoral de otras especies de mamiferos que es hom6logo a SEQ ID NO: 2 (es decir, un ortologo). 

Atenuacion de la expresion de un ARNm : La expresi6n, "atenuacion de la expresien de un ARNm", tal como se usa 

en el presente documento, significa la administraciOn o expresiOn de una cantidad de ARN de interferencia (por 

ejemplo, un ARNip) para reducir la traducciOn del ARNm diana en proteina, o bien a traves de la escisi6n del ARNm 

o bien a traves de la inhibiciOn directa de la traducciOn. La reducci6n en la expresion del ARNm diana o la proteina 

30 correspondiente se denomina comOnmente "inactivacian" ("knock-down") y se nofifica en relaciOn con los niveles 

presentes tras la administraci6n o expresi6n de un ARN control que no selecciona como diana (por ejemplo, un 

ARNip control quo no selecciona como diana). Se contempla en las realizaciones del presente documento la 

inactivacion de la expresign de una canfidad incluyendo y entre el 50% y el 100%. Sin embargo, no es necesario que 

se logren tales niveles de inactivation para los fines de la presente invencion. En una realizacion, se administra un 

35 Calico ARN de interferencia que selecciona como diana el ARNm de TACE o ARNm de TNFR1. En otras 

realizaciones, se administran dos o mas ARN de interferencia que seleccionan como diana el ARNm de TACE o 

ARNm de TNFR1. En realizaciones adicionales, los ARN de interferencia quo seleccionan como diana cada uno del 

ARNm de TACE y ARNm de TNFR1 se administran on combinacion o en un interval° de fiempo de modo quo 

tengan efectos solapantes. 

40 La inactivaciOn se eval6a comOnmente midiendo los niveles de ARNm usando amplificaciOn por reaccion en cadena 

de la polimerasa cuantitativa (qPCR) o midiendo los niveles de proteina mediante inmunotransferencia de tipo 

Western o ensayo de inmunoabsorci6n ligado a enzimas (ELISA). El analisis del nivel de proteinas proporciona una 

evaluacian de tanto la escisi6n del ARNm asi como de la inhibicion de la traducciOn. Las tacnicas adicionales para 

medir la inactivaciOn incluyen hibridaciOn de la disolucion de ARN, proteccian de nucleasas, hibridacien de tipo 

45 Northern, monitorizaciOn de la expresiOn genica con un microalineamiento, union a anticuerpos, radioinmunoanalisis 

y analisis de calulas activadas por fluorescencia. 

La inhibiciOn de TACE o TNFR1 tambian puede determinarse in vitro evaluando los niveles de ARNm diana o los 

niveles de proteinas diana en, por ejemplo, celulas epiteliales de cornea humana tras la transfeccion de ARN de 

interferencia de TACE o TNFR1 tal como se describe mas adelante. 

50 La inhibiciOn de la actividad de INFa debida a la inhibiciOn de la expresian del ARNm de TACE o de la expresian del 

ARNm de TNFR1 tambien se infiere en un ser humano o mamifero observando una mejora en un sintoma del 

estado relacionado con TNFa tal como mejora en sintomas relacionados con ojo seco, conjuntivits alargica, 

inflamaciOn ocular, dermatitis, rinitis o asma. Una mejora en cualquiera de los sintomas de ojo seco, edema, 

picazOn, inflamacion o tolerancia a exposiciones ambientales, por ejemplo, es indicativo de la inhibicion de la 

55 actividad de TNFa. 

ARN de interferencia : En una realizaciOn de la invencion, el ARN de interferencia (por ejemplo, ARNip) tiene una 

hebra sentido y una hebra antisentido, y las hebras sentido y antisentido comprenden una regi6n de 
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complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleOtidos. En una realization adicional de la 

invention, el ARN de interferencia (por ejemplo, ARNip) tiene una hebra sentido y una hebra antisentido, y la hebra 

antisentido comprende una regiOn de complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 

nucleotidos con una secuencia diana del ARNm de TACE o ARNm de TNER1, y la hebra sentido comprende una 

5 regien de identidad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucletitidos con una secuencia diana del ARNm 

de TACE o ARNm de TNER1, respectivamente. En una realizaciOn adicional de la invencien, el ARN de interferencia 

comprende una region de al menos 13, 14, 15, 16, 17 6 18 nucleatidos contiguos que tiene porcentajes de 

complementariedad de secuencia con o que tiene porcentajes de identidad de secuencia con los penOltimos 13, 14, 

15, 16, 17 0 18 nucleotidos, respeavamente, del extremo 3' de la secuencia diana correspondiente dentro de un 

10 ARNm. 

La longitud de cada hebra del ARN de interferencia comprende de 19 a 49 nucleatidos, 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 6 49 nucledtidos. 

La hebra antisentido de un ARNip es el agente activo de guiado del ARNip porque la hebra antisentido se incorpora 

15 al RISC, permitiendo asi que el RISC identifique los ARNm diana con complementariedad al menos partial con la 

hebra de ARNip antisentido para la escisi6n o represi6n de la traducci6n. 

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 diseno 

disponibles. Los ARN de interferencia que corresponden a una secuencia diana de TACE o TNER1 se someten a 

20 prueba entonces mediante transfeccion de celulas que expresan el ARNm diana seguido por la evaluation de la 

inactivaci6n tal como se describia anteriormente. 

Se proporcionan tecnicas para seleccionar secuencias diana para ARNip por Tuschl, T. et at , "The siRNA User 

Guide", revisado el 6 de mayo de 2004, disponible en la pagina web de la Universidad Rockefeller; por el boletin 

tecnico n.° 506, "siRNA Design Guidelines", Ambion Inc. en la pagina web de Ambion; y por otras herramientas de 

25 diseno basadas en Internet en, por ejemplo, las paginas web de Invitrogen, Dharmacon, Integrated DNA 

Technologies, Genscript o Proligo. Los parametros 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 nucle6tidos. La secuencia diana puede estar ubicada en la 

regi6n codificante o en las regiones no traducidas en 5' o 3' de los ARNm. 

Se presenta una realization de una secuencia diana de ADN de 19 nucleOtidos para ARNm de TACE en los 

30 nucleOtidos de 297 a 315 de SEQ ID NO: 1: 

35 

5'-GCTCTCAGACTACGATA1T-3' SEQ ID NO: 3. 

Un ARNip de la invencion para seleccionar como diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 3 

y que tiene hebras de 21 nucle6tidos y una proyeccion en 3' de 2 nucletitidos es: 

5'-GCUCUCAGACUACGAUAUUNN-3 SEQ ID NO: 4 

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

Cada residuo "N" puede ser cualquier nucleetido (A, C, G, U, T) o nucleOtido modificado. El extremo 3' puede tener 

varios residuos "N" entree incluyendo 1, 2, 3, 4, 5 y 6. Los residuos "N" en cualquier hebra pueden ser el mismo 

residuo (por ejemplo, UU, AA, CC, CG 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, 

40 ambas hebras tienen una proyeccien UU en 3'. 

Un ARNip de la invencion para seleccionar como diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 3 

y que tiene hebras de 21 nucle6tidos y una proyeccien UU en 3' en cada hebra es: 

5'-GCUCUCAGACUACGAUAUUUU-3' 

3'-UUCGAGAGUCUGAUGCUAUAA-5'  

SEQ ID NO: 6 

SEQ ID NO: 7. 

45 El ARN de interferencia tambien puede tener una proyeccion en 5' de nucledtidos o puede tener extremos romos. Un 

ARNip de la invenci6n para seleccionar como diana una secuencia de ARNm correspondiente de SEQ ID NO: 3 y 

que Vene hebras de 19 nucleetidos y extremos romos es: 

5'-GCUCUCAGACUACGAUAUU-3'  

3'-CGAGAGUCUGAUGCUAUAA-5' 

SEQ ID NO: 8 

SEQ ID NO: 9. 

50 Las hebras de un ARN de interferencia bicatenario (por ejemplo, un ARNip) pueden conectarse para formar una 

estructura en horquilla o en tallo-bucle (por ejemplo, un ARNhp). Un ARNhp de la invention que 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 proyeccion UU en 3' es: 

NNN 

/ 

5'-GCUCUCAGACOACGAOAU0 

3' -1713CGAGAGUCUGAUGCUAUAA 

/ 

NUN 

SEQ ID NO:10. 

N es un nucleatido A, T, C, G, U, o una forma modificada conocida por un expert° habitual en la tecnica. El namene 

de nucleetidos N en el bucle es un namero entree incluyendo de 3 a 23, o de 5 a 15, o de 7 a 13, o de 4 a 9, o de 9 

5 a 11, o el namero de nucleetidos N es 9. Algunos de los nucleetidos en el bucle pueden estar implicados en 

interacciones de pares de bases con otros nucleeitidos en el bucle. Los ejemplos de secuencias de oligonucleatidos 

que pueden usarse para formar el bucle incluyen 5'-UUCAAGAGA-3' (Brummelkamp, T.R. et al. (2002) Science 296: 

550) y 5'-UUUGUGUAG-S' (Castanotto, D. et al. (2002) RNA 8:1454). Un expert° en la tecnica reconoceit que el 

oligonucleetido de cadena sencilla resultante forma una estructura en tallo-bucle o en horquilla que comprende una 

10 region bicatenaria que puede interaccionar con la maquinaria de ARNi. 

La secuencia diana de ARNip identificada anteriormente puede extenderse en el extremo 3' para facilitar el diseno 

de deplex de Dicer-sustrato de 27 meros. La extension de la secuencia diana de ADN de 19 nucleetidos (SEQ ID 

NO: 3) identificada en la secuencia de ADN de TACE (SEQ ID NO: 1) en 6 nucleotides produce una secuencia diana 

de ADN de 25 nucle6tidos presente en los nucleotides de 297 a 321 de SEQ ID NO: 1: 

15 5'-GCTCTCAGACTACGATATMTCTCT-3' SEQ ID NO: 11. 

Un daplex de Dicer-sustrato de 27 meros de la invenciOn para seleccionar como diana una secuencia de ARNm 

correspondiente de SEQ ID NO: 11 es: 

5'-GCUCUCAGACUACGAUAUUCUCUCU-3'  

3'-UUCGAGAGUCUGAUGCUAUAAGAGAGA-5' 

SEQ ID NO: 12 

SEQ ID NO: 13. 

20 Los dos nucleotides en el extreme 3' de la hebra sentido (es decir, los nucleotides CU de SEQ ID NO: 12) pueden 

ser desoxinucleetidos para un procesamiento potenciado. El diserio del dOplex de Dicer-sustrato de 27 meros a partir 

de secuencias diana de 19-21 nucleetidos, tal coma se proporciona en el presente documento, se trate 

adicionalmente por la pagina web de Integrated DNA Technologies (IDT) y por Kim, D. -H. a t al. , (febrero de 2005) 

Nature Biotechnology 23:2; 222-226. 

25 Cuando se producen ARN de interferencia mediante sintesis quimica, la fosforilaciOn en la posici6n 5' del nucleotide 

en el extreme 5' de una o ambas hebras (cuando estan presentes) puede potenciar la eficacia del ARNip y la 

especificidad del complejo RISC unido pero no se requiere puesto que la fosforilacien puede producirse 

intracelularmente. 

La table 1 enumera ejemplos de secuencias diana de ADN de TACE de SEQ ID NO: 1 a partir de las que se diserian 

30 ARNip de la presente invencien de una manera tal como se expuso anteriormente. TACE codifica para la enzima 

convertidora de factor de necrosis tumoral-a, tal como se indic6 anteriormente. 

Table 1. Secuencias diana de TACE para ARNip 

n . ° de nucleOt ido de in icio 

Secuencia d i ana de TACE con referencia a SEQ I D SEQ I D NO : 

NO : 1 
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GC TCTCAGACTACGATATT 297 3 

CCAGCAGCATTCGGTAAGA 333 1 4 

CAGCAGCATTCGGTAAGAA 334 1 5 

AGCAGCATTC GGTAAGAAA 335 1 6 

AGAGATCTACAGACTTCAA 355 17 

GAAAGCGAGTACACTGTAA 4 93 1 8 

CCATGAAGAACACGTGTAA 8 42 1 9 

GAAGAACAC GTGTAAAT TA 84 6 2 0 

ATCATCGCTTCTACAGATA 87 8 2 1 

AGAGCAATTTAGCTTTGAT 1 137 2 2 

GGTTTGACGAGCACAAAGA 1330 2 3 

TGATCCGGATGGTCTAGCA 1 428 2 4 

GCGATCACGAGAACAATAA 1508 2 5 

GCAGTAAACAATCAATCTA 15 41 2 6 

CAATCTATAAGACCATTGA 1553 27 

TTTCAA.GAACGCAGCAATA 1 591 2 8 

TTCAAGAACGCAGCAATAA 1592 2 9 

TCAAGAACGCAGCAATAAA 1 593 3 0 

TCATGTATC T GAACAACGA. 1661 3 1 

ACAGCGACTGCACGT WM 1691 3 2 

GAT TAAT GCTACTTGCAAA 17 94 3 3 

CTGGAGTCCTGTGCATGTA 1945 3 4 

TGGAGTCCTGTGCATGTAA 1946 35 

GGAGTCCTGTGCATGTAAT 1947 36 

CATGTAATGAAACTGACAA 1 958 37 

CTATGTC GATGCTGAACAA 2022 38 

CAAATGTGAGAAACGAGTA 2100 39 

GCATCGGTTC GCATTATCA 2347 40 
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ATCGGTTCGCATTATCAAA 2349 4 3. 

C tAAGTCATTTGAGGATCT 2549 4 2 

CCGGTCACCAGAAGTGAAA 2 578 43 

AAAGGCTGCCTCCTTTAAA 2 5 95 4 4 

TT TAAACTGCAGCGTCAGA 2608 4 5 

AGATGCTGGTCAtGTGTTT 2 7 64 4 6 

ATGCTGGTCATGTGTTTGA 27 6 6 4 7 

TGCTGGITCATGTGITTGAA 2767 48 

CTGGTCATGTGTTTGAACT 2 7 69 4 9 

TGTAATGAACCGCTGANTA 3027 5 0 

GTAATGAACCGCTGAATAT 3028 5 1. 

CTAAGAGTAATGCTCTCTA 3263. 5 2 

AGACT TCTCTAGAA 3264 53 

CCTAACCACCTACCTTACA 3284 54 

TACATGGTAGCCAGT'TGAA 3313 SS 

TGGTAGCCAGTTGk&TTTA 3317 56 

TTTATGGAATCTACCAACT 3332 57 

GGAATCTACCAACTGTTTA 3337 5 8 

CATCAAGTACTGAACGTTT 434 155 

TCGTCOTGGTGGATOGTAA. 470 3.56 

GAAAGCGAGTACACTGTAA 493 157 

GAGCCTGACTCTAGGGSTC 547 1 58 

CCACATAAGAGATGATGAT 570 159 

CATAAGAGATGATGATOTT 573 1 60 

CGAATATAACATAGAGCCA 61$ 1 61 

GTTAATGATACCAAAGACA 649 1 62 

CTGAAGATATCAAGAATGT 689 163 

ATGAAGAGTTGCTCCCAAA 755 164 

ATGAAGAACACGTGTAAAT 844 1 65 

AATTATTGG'TGGTAGCAGA 860 1 66 

ATCATCGCTTCTACACATA 878 1 67 
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ATACATOGGCAGAGGGGAA. 894 1 68 

GGGCAGAGGGGAAGACIAGT 900 1 69 

GGAAGAG IGTAt AACThCA 909 170 

GAAGAGAGTACAACTACAA 91.0 1 7 1 

GAGAGTACAACTACAAATT 913 172 

GCTAATTGACAGAGTTGAT 942 1 73 

CGG/UkCACTTCATGGGA.TA 970 1 7 4 

GGATAATGCAGGTTTTAAA 984 1 7 5 

AGGCTATGGAATACAGATA 1002 176 

GAATA.CAGATACA T 10 10 1 77 

GGTAAAACCTGGTGAAAAG 1053 17 8 

GTGAAAAGCACTACAhCAT 1064 17 9 

GAGGAAGCATCTAAAGTTT 1 162 180 

TATGGGAACTCTTGGATTA 12 15 1 8 1 

C 1 3 34 1 82 

GCACAAAGAATTATGGTAA 1340 183 

GGTTACAACTCATGAATTG 1 3 136 184 

ACTCATGAATTGGGACATA 1 393 185 

GTGGCGATCACGAGAACAA. 15 05 186 

C TATAAGACCATTGAAAGT 1557 1 87 

GAACGCAGCAATAAAGTTT 1597 1 88 

GCAATAAAGTTT GT GGGAA 1604 18 SI 

CAATAAA.GtTTGTGGGAAC 1605 1 90 

GAGGGTGGATGAAGGAGAA 1 626 1 91 

GGAXGAAGGAGAAGAGTGT 1 632 1 92 

GCATCATGTATCTGAACAA 1658 193 

CAGGAAATGCTGAAGATGA 1856 1. 94 

GAATGGCAAATGTGAGAAA 2094 1 95 

GGATGTAATTGAACGATTT 2 12 1. 1 96 

GTGGATAAGAAATTGGATA 2263 1 97 

GGATAAACAGTATGAATCT 2277 1 98 
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CCTTTAAACTGCAGCGTCA 2 606 1 99 

CGTGTTGACAGCAAAGAM 2 62 9 200 

GCAAAGAAAP-AGAGTOC TA 2 639 201 

La tabla 2 enumera ejemplos de secuencias diana de ADN de TNFR1 de SEQ ID NO: 2 a partir de las que se 

diserlan 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 indica anteriormente. 

5 Tabla 2. Secuencias diana de TNFR1 para los ARNip 

Secuencia diana de TACE 

n.° de nucleobdo de iniao 

con referencia a SEQ ID 

NO: 2 

SEQ ID NO: 

ACCAGGCCGTGATCTCTAT 12 4 5 9 

AATTCGATTTGCTGTACCA 444 60 

TCGATTTOCTGTACCAAGT 447 6 1 

ACAAAGGAACCTACTTGTA 4 69 62 

GAACCTACTTGTACAATGA 475 6 3 

CTACTTGTACAATGACTGT 4 79 6 4 

TGTGAGAGCGGCTCCTTCA 531 65 

TCAGGTGGAGATCTCTTCT 6 11 6 6 

CAGGTGGAGATCTCTTCTT 6 12 67 

AGAACCAGTACCGGCATTA 667 6 8 

GAACCAGTACCGGCATTAT 6 69 6 9 

AACCAGTACCGGCATTATT 6 69 7 0 

CCGGCATTATTGGAGTGAA 677 7 1 

CGGCATTATTGGAGTGAAA. 679 72 

AGCCTGGAGTGCACGAAGT 8 43 7 3 

CTCCTCTTCATTGGTTTAA 960 7 4 

TTGGTTTAATGTATCGCTA 970 7 5 

GTTTAATGTATCGC ?ACM 973 7 6 

TTTAATGTATCGCTACCAA 97 4 77 
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AGTCCAAGCTCTACTCCAT 1000 78 

GAGCTTGAAGGAACTAC TA 10 53 7 9 

CT TGAAGGAACTACTACTA 1 0 56 80 

TTGAAGGAACTACTACTAA 1057 8 1 

ACAAGCCACAGAGCCTAGA 1.3 18 8 2 

TGTACGCCGTGGTGGAGAA 1. 3 57 83 

C CGrTGC GCTGGRAGGAAT 1. 3 83 8 4 

TCTAAGGA.CCGTCCTGCGA 3. 67 1 8 5 

CTAATAGRAACTTGGCACT 2 0 44 8 6 

TAATAGAAACTTGGCACTC 2 045 8 7 

AATAGAAACTTGGCACTCC 20 4 6 8 8 

ATAGAAACT TGGC.ACTC CT 2 0 47 8 9 

TAGAAACTTGGCACTCCTG 2 048 9 0 

ATAGCAAGCTGAACTGTCC 2 089 9 1 

TAGC.AAGCTGAACTGTCCT 20 90 92 

AGGAAGCTGAACTGTCCTA 20 91 93 

GCA.AGCTGAACtGTCCTAA 20 92 9 4 

TGAACTGTCCTAAGGC.AGG 2098 95 

CAAAGGAACCTACTTGTAC 4 70 9 6 

GAGCTTGAAGOAACTACTA. 1053 97 

CACAGAGCCTAGAC.ACTGA 1.3 2 4 9 8 

TCCAAGCTCTACTCCATTG 1002 99 

TGGAGCTGTTGGTGGGAAT 32 8 1 00 

GACAGGGAGAAGAGAGATA 387 10 3. 

GGGAGAAGAGAGATAGTGT 391 1 0 2 

GAGAAGAGAGATAGTGTGT 393 1 03 

GAAGAGAGATAGTGTGTGT 395 1 04 

GTGTGTGTCCCCAAGGAAA 40 6 105 

GAAAATATATCCACCCTCA 42 1 1 06 

AAATATATCCACCCTCAAA 42 3 1 07 

CTGTACCAAGTGCCACAAA 4 55 1 08 
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ACCAAGTGCCACAAAGGAA 459 1 09 

CCAAGTGCCACAAAGGAAC 4 60 1 10 

CCACAAAGGAACCTACTTG 4 67 1 11 

CAAAGGAACCTACTTGTAC 4 70 1 12 

AAAGGAACCTACTTGTACA 4 7 1 1 13 

GATACGGAtTGCAGGGAGT 513 1 14 

CGGACTGCAGGGAGTGTGA 517 1 15 

TCCTTCACCGCTTCAGAAA 543 1 16 

CAGAAflCCACCTCAGACA 556 1 17 

TGCCTCAGCTGCTCCAAAT 57 6 1 18 

CTCCAAATGCCGAAAGGAA 587 1 19 

TCCAAXTGCCWA,GGAAA 588 120 

CCAAATGCCGAAAGGAAAT 58 9 12 1 

GCCGAAAGGAAATGGGTCA 595 122 

AGGAAATGGGTCAGGTGGA 601 223 

GGAAATGGGTCAGGTGGAG 602 124 

GTGTGTGOCTGCAGGAAGA 651 1 25 

GGAAGA&CC&GTACCGGCA 664 1 2 6 

CCATGCAGGTTTCTTTCTA 785 1 27 

CATGCAGGTTTCTTTCTAA 78 6 1 28 

TGCAGGTTTCTTTCTAAGA 78 8 1 29 

AGGTTTCTTTCTAAGAGAA 7 91 130 

GGTTTCTTTCTAAGAGAAA 7 92 131 

AGAGAAAACGAGTGTGTCT 804 132 

G*GTGTGTCTCCTGflGTA 813 1 33 

CTOTAGTAACTGTAAGAAA $24 1 34 

AGAAAAGCCTGGAGTGCAC 83$ 135 

TTGAGAATGTTAAGGGCAC 877 136 

TGTTAAGGGCACTGAGGAC 8 84 1 37 

GGTCATTTTCTTTGGTCTT 929 1 38 

CCTCCTCTTCATTGGTTTA 959 1 39 
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TCCTCT TCATTGGTT TAAT 961 140 

CTCTTCATTGGTTTAATGT 963 1 4 1 

TCTTCAT TGGTT TANTGTA 9 6 4 1 42 

CTTCATTGGTTTAATGTAT 9 65 143 

TCCAAGCTCTACTCCATTG 1002 144 

CTCCATTGTTTGTGGGAAA. 1013 1 45 

GGGAAATCGAZACCTGAAA 1026 1 4 6 

TGAAGGAACTACTACTAAG 1 058 147 

ACCTCCAGCTCCACCTATA 1161 148 

CCCACAAGCCACAGAGCCT 1 315 1 49 

ACGCCGTGGTGGAGAACGT 1360 150 

GGAAGGAATTCGTGCGGCG 1393 151 

TGAGCGACCACGAGAMCGA. 1420 152 

GCGAGGCGC.AATACAGCAT 1 471 1 53 

TGGGCTGCCTGGAGGLACAT 1573 154 

Tal como se mencion6 en los ejemplos anteriores, un expert° en la tecnica puede usar la informaci6n de secuencias 

diana proporcionadas en las tablas 1 6 2 para disehar ARN de interferencia que tienen una longitud mas coda o mas 

larga que las secuencias proporcionadas en las tablas y haciendo referencia a la posicitin de secuencia en SEQ ID 

5 NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y anadiendo o delecionando nucle6fidos complementarios o casi complementarios a SEQ ID 

NO: 1 o SEQ ID NO: 2, respectivamente. 

La reaccidni de escisi6n de ARN diana guiada por ARNip y otras formas de ARN de interferencia es sumamente 

especifica de secuencia. En general, ARNip que contiene una hebra de nucleatidos sentido idenfica en secuencia a 

una parte del ARNm diana y una hebra de nucleditidos antisentido exactamente complementaria a una parte del 

10 ARNm diana son realizaciones de ARNip para la inhibiciOn de ARNm mencionados en el presente documento. Sin 

embargo, no se requiere una complementariedad de secuencia del 100% entre la hebra de ARNip antisentido y el 

ARNm 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 

mutacidn genetic& polimorfismo de cepas o divergencia evolutiva. 

15 Tal como se describe en el presente documento, la hebra antisentido del ARNip tiene complementariedad contigua 

al menos casi perfecta de al menos 19 nucleofidos con el ARNm diana. "Casi perfecta", tal como se usa en el 

presente documento, significa que la hebra antisenfido del ARNip es "sustancialmente complementaria a", y la hebra 

sentido del ARNip es "sustancialmente 'clarifies" a al menos una parte del ARNm diana. "Idantica", tal como conoce 

un experto habitual en la tecnica, es el grado de relacian de secuencia entre secuencias de nucledifidos fal como se 

20 determina haciendo coincidir el orden y la identidad de nucleatidos entre las secuencias. En una realizacion, la hebra 

antisentido 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 

apareamiento de bases de Watson-Crick convencional de pares de bases adyacentes. La complementariedad 

25 contigua "al menos casi perfecta" incluye complementariedad "perfecta" tal como se usa en el presente documento. 

Se disehan matodos informaticos para determinar la identidad o complementariedad para identificar el mayor grado 

de coincidencia de secuencias de nucleatidos, por ejemplo, BLASTN (Altschul, S.F., et al . (1990) J. Mol. Biol. 

215:403-410). 

La relacien entre un ARNm diana (hebra sentido) y una hebra de un ARNip (la hebra sentido) es la de identidad. La 

30 hebra sentido de un ARNip se denomina tambien hebra pasajera, si esta presente. La relacien entre un ARNm diana 

(hebra sentido) y la otra hebra de un ARNip (la hebra antisentido) es la de c,omplementariedad. La hebra antisentido 

de un ARNip se denomina tambian hebra guia. 

La penOltima base en una secuencia de acid° nucleico que se escribe en una direcci6n de 5' a 3' es la siguiente a la 
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Ultima base, es decir, la base prexima a la base en 3'. Las penOltimas 13 bases de una secuencia de acid° nucleico 

escrita en una direcci6n de 5' a 3' son las tiltimas 13 bases de una secuencia proxima a la base en 3' y que no 

incluyen la base en 3'. De manera similar, las pentiltimas 14, 15, 16, 17 6 18 bases de una secuencia de acid° 

nucleico escrita en una direccien de 5' a 3' son las Oltimas 14, 15, 16, 17 6 18 bases de una secuencia, 

5 respectivamente, proximas a la base en 3' y que no incluyen la base en 3'. 

Tal como se describe en el presente documento, la regi6n de nucleOtidos contiguos es una regi6n de al menos 13 

nucle6fidos 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 nucleotides del extreme 3' de un ARNm correspondiente a la 

secuencia identificada por cada identificador de secuencia. 

10 Tal coma se describe en el presente documento, la region de nucleOtidos contiguos es una regiOn de al menos 14 

nucle6fidos contiguos que tiene una complementariedad de secuencia de al menos el 85% con, o una identidad de 

secuencia de al menos el 85% con, los 14 pent:Mimes nucle6tidos del extreme 3' de un ARNm correspondiente a la 

secuencia identificada par cada identificador de secuencia. En una expresion de este tipo se incluyen dos 

susfituciones de nucleotides (es decir, 12/14 = 86% de idenfidad/complementariedad). 

15 Tal come se describe adicionalmente en el presente documento, la regiOn de nucleOtidos contiguos es una regi6n de 

al menos 15, 16, 170 18 nucle6fidos contiguos que tiene una complementariedad de secuencia de al menos el 80% 

con, o una identidad de secuencia de al menos el 80% con, los 14 penOltimos nucleotides del extreme 3' de un 

ARNm correspondiente a la secuencia del idenfificador de secuencia. En una expresion de este fipo se incluyen tres 

sustituciones de nucle6tidos. 

20 La secuencia diana en los ARNm que corresponden a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 puede estar en las regiones no 

traducidas en 5' o 3' del ARNm asi come en la regi6n codificante del ARNm. 

Una o ambas de as hebras del ARN de interferencia bicatenario pueden tener una proyecci6n en 3' de desde 1 

hasta 6 nucleotides, que pueden ser ribenucleatidos o desoxirribonucleotides o una mezcla de los mismos. Los 

nucleOtidos de la proyecciOn no forman pares de bases. En una realizacion de la invencion, el ARN de interferencia 

25 comprende una proyeccion en 3' de TT o UU. En otra realizacien de la invencien, el ARN de interferencia comprende 

al menos un extreme romo. Los extremes 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 5', y la hebra sentido tiene un grupo 

hidroxilo en 5'. Todavia en otras realizaciones, los extremos terminales se modifican adicionalmente mediante 

adicien covalente de otras moleculas o grupos funcionales. 

30 Las hebras sentido y antisentido del ARNip bicatenario pueden estar en una formaci6n de dOplex de dos hebras 

individuales tal come se describi6 anteriormente o pueden ser una Unica molecula en la que las regiones de 

complementariedad forman pares de bases y estan unidas covalentemente par un bucle en horquilla de modo que 

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 moleculas de ARN que forman pares de bases individuales. 

35 Los ARN de interferencia pueden diferir del ARN que se produce de manera natural mediante la adici6n, deleciOn, 

sustitucien o modificacien de uno o mas nucleotides. Puede unirse material distinto de nucleotides al ARN de 

interferencia, o bien en el extreme 5', el extreme 3' o bien internamente. Tales modificaciones se diserian 

comOnmente 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 

40 adicionalmente la estabilidad, o para reducir el potencial de activacien de la ruta de interferones. Por ejemplo, los 

ARN de interferencia pueden comprender un nucleotide de purina en los extremos de las proyecciones. La 

conjugacion de colesterol al extremo 3' de la hebra sentido de una molecula de ARNip por medio de un ligador 

pirrolidina, por ejemplo, tambien proporciona estabilidad a un ARNip. 

Las modificaciones adicionales incluyen una molecula de biotina en el extreme 3' terminal, un peptide que se sabe 

45 que tiene propiedades de penetracien en celulas, una nanoparticula, un peptidomimetico, un colorante fluorescente 

o un dendrimero, por ejemplo. 

Los nucleotides pueden modificarse en su parte de base, en su parte de azOcar o en la parte de fosfato de la 

molecula y funcionan en realizaciones de la presente invencion. Las modificaciones incluyen sustituciones con 

grupos alquilo, alcoxilo, amino, desaza, halo, hidroxilo, tiol, o una combinacien de los mismos, por ejemplo. Los 

50 nucleOtidos pueden susfituirse con analogos con mayor estabilidad tal coma reemplazar un ribonucleOtido par un 

desoxirribonucleatido, o tener modificaciones de azOcar tales coma grupos 2'-OH reemplazador par grupos 2-amino, 

grupos 2'-0-metilo, grupos Z-metoxietilo, o un puente de 2-0, 4'-C-metileno, per ejemplo. Los ejemplos de un 

analog() de purina o pirimidina de nucleotides incluyen una xantina, una hipoxantina, una azapurina, una 

metiltioadenina, 7-desaza-adenosina y nucle6fidos modificados con 0 y N. El grupo fosfato del nucleotide puede 

55 modificarse sustituyendo uno o mas de los oxigenos del grupo fosfato par nitr6geno o par azufre (fosforotioatos). Las 

modificaciones son Utiles, par ejemplo, para potenciar la funcion, para mejorar la estabilidad o permeabilidad, o para 

dirigir la localizacien o el direccionamiento. 

Puede haber una regiOn o regiones de la hebra de ARN de interferencia antisentido que no sea(n) 
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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 region complementaria o entre dos regiones complementarias. 

Pueden generarse ARN de interferencia ex6genamente mediante sintesis quimica, mediante transcripci6n in vitro o 

mediante escisi6n de ARN bicatenario mas largo con Dicer u otra nuclease apropiada con acfividad similar. Los ARN 

5 de interferencia sintetizados quimicamente, producidos a partir de fosforamiditas de ribonucleOsidos 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 extraction con un disolvente o resina, precipitacion, electroforesis, cromatografia o una 

combined& de los mismos, por ejemplo. Alternativamente, puede usarse ARN de interferencia con poca, si acaso 

10 alguna purificacion, para evitar perdidas debido al procesamiento de muestras. 

Tambien pueden expresarse endOgenamente ARN de interferencia a parer de vectores de expresi6n 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 

expresidn a base de plasmidos disponibles comercialmente para ARNhp incluyen los miembros de la serie pSilencer 

15 (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, VIE y VAIE) y virus del herpes. Los ejemplos de vectores virales disponibles 

comercialmente para la expresiOn de ARNhp incluyen pSilencer adeno (Ambion, Austin, TX) y pLenti6/BLOCK-itrm-

DEST (Invitrogen, Carlsbad, CA). La selection de vectores virales, los metodos para expresar el ARN de 

20 interferencia a partir del vector y los metodos de administracion del vector viral est& dentro de la experiencia 

habitual de un experto en la tecnica. Los ejemplos de kits para la producci6n 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 expresi6n 

que puede expresar el primer ARN de interferencia y puede administrarse un segundo ARN de interferencia 

25 mediante expresidin in vivo a partir de un segundo vector de expresion que puede expresar el segundo ARN de 

interferencia, o pueden administrarse ambos ARN de interferencia mediante expresiOn in vivo a partir de un Onico 

vector de expresiOn que puede expresar ambos ARN de interferencia. 

Pueden expresarse ARN de interferencia a park de una variedad de promotores eucariotas conocidos por los 

expertos habrtuales en la tecnica, incluyendo promotores pol III, tales como los promotores U6 o HI, o promotores pal 

30 II, tales como el promotor de citomegalovirus. Los expertos en la tecnica reconoceran que estos promotores tambien 

pueden adaptarse para permitir una expresiOn inducible del ARN de interferencia. 

HibridaciOn en condiciones fisiolOgicas: En determinadas realizaciones de la presente invencidin, 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 

35 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 hibridacien rigurosas incluyen NaCl 400 mM, PIPES 40 mM pH 6,4, EDTA 

1 mM, 50°C o 70°C durante 12-16 hares seguido por lavado, o hibridacion a 70°C en 1XSSC o 50°C en 1XSSC, 

40 formamida al 50% seguido par lavado a 70°C en 0,3XSSC, o hibridacion a 70°C en 4XSSC o 50°C en 4XSSC, 

formamida al 50% seguido par lavado a 67°C en 1XSSC. La temperatura para la hibridaci6n es de aproximadamente 

5-10°C menos que la temperatura de fusi6n (Tm) del hibrido en el que a Tm se determine 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) - (600/N) 

en el que N es el nOmero de bases en el hibrido y [Na+] es la concentracion de iones sodio en el tampon hibridaciOn. 

45 El ensayo de hibridaci6n in vitro descrito anteriormente proporciona un metodo de predicci6n de si a union entre un 

ARNip candidato y una diana tendra especificidad. Sin embargo, en el contexto del complejo RISC, tambien puede 

producirse escisiOn especifica de una diana con una hebra antisentido que no demuestra alta rigurosidad para la 

hibridaci6n in vitro. 

ARN de interferencia monocatenado: Tel coma se mencion6 anteriormente, los ARN de interferencia funcionan en 

50 Ultima instancia como hebras &ices. Se ha encontrado que el ARN de interferencia monocatenario (mc) efectda el 

silenciamiento del ARNm, aunque menos eficazmente que el ARN bicatenario. Por tanto, las realizaciones de la 

presente invencien tambien proporcionan la administracien de un ARN de interferencia mc que se hibrida en 

condiciones fisiolOgicas con una parte de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 y tiene una region de complementariedad 

contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleetidos con la parte hibridante de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 

55 2, respectivamente. El ARN de interferencia mc de la table 1 o table 2 tiene una longitud de 19 a 49 nucleOtidos tal 

como para el ARN de interferencia bc mencionado anteriormente. El ARN de interferencia mc tiene un fosfato en 5' o 

se fosforila in situ o in vivo en la posici6n 5'. El termino "fosforilado en 5- se usa para describir, par ejemplo, 

polinucleetidos u oligonucleatidos que fienen un grupo fosfato unido mediante enlace ester al hidroxilo C5 del azircar 

(par ejemplo, ribose, desoxirribosa o un analog° de las mismas) en el extremo 5' del polinucleditido u oligonucleotido. 
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Se sintetizan ARN de interferencia mc quimicamente o mediante transcripci6n in vitro o se expresan endegenamente 

a partir de vectores o casetes de expresi6n tal como para ARN de interferencia bc. Pueden afiadirse grupos fosfato 

en 5' mediante una cinasa, o un fosfato en 5' puede ser el resultado de escisien por nucleases de un ARN. La 

administraci6n es tal como para el ARN de interferencia bc. En una realizaciOn, se administran ARN de interferencia 

5 mc que tienen extremos protegidos y modificaciones resistentes a nucleases para el silenciamiento. Los ARN de 

interferencia mc pueden secarse para su almacenamiento o disolverse en una disoluciOn acuosa. La disoluciOn 

puede contener tampones o sales para inhibir el apareamiento o para la estabilizacien.  

ARN de interferencia en horquilla : Un ARN de interferencia en horquilla es una Unica molecula (por ejemplo, una 

Unica cadena de oligonucleOtido) que comprende tanto las hebras sentido como antisentido de un ARN de 

10 interferencia en una estructura en tallo-bucle o en horquilla (por ejemplo, un ARNhp). Por ejemplo, pueden 

expresarse ARNhp a partir de vectores de ADN en los que los oligonucleotidos de ADN que codifican para una 

hebra de ARN de interferencia senfido se unen a los oligonucleotidos de ADN que codifican para la hebra de ARN 

de interferencia antisentido complementariamente inverse mediante un espaciador pequeno. Si es necesario para el 

vector de expresiOn elegido, pueden afiadirse nucleOtidos y T terminales en 3' que forman sitios de restricci6n. El 

15 transcrito de ARN resultante se pliega de nuevo sobre si mismo para formar una estructura en tallo-bucle. 

Modo de administracien : El ARN de interferencia puede administrarse por ejemplo mediante aerosol, administracien 

bucal, dermica, intradermica, por inhalation, intramuscular, intranasal, intraocular, intrapulmonar, intravenosa, 

intraperitoneal, nasal, ocular, oral, (Mica, parenteral, en parche, subcuttnea, sublingual, tepica o transdermica. 

La administration puede ser directamente al ojo mediante administration al tejido ocular tal como administraciOn 

20 periocular, conjuntiva, por debajo de la camara de Tenon, intracameral, intravitrea, intraocular, subretiniana, 

subconjuntival, retrobulbar, intracanalicular o supracoroidal; mediante inyeccien, mediante aplicacien directa al ojo 

usando un cateter u otro dispositivo de colocacien tal como un granulo retiniano, insert() intraocular, supositorio o un 

implante que comprende un material poroso, no poroso o gelatinoso; mediante pomades o gotas oculares tOpicas; o 

mediante un dispositivo de liberacien lenta en el fondo del saco o implantado adyacente a la esclerotica 

25 (transescleretico) o dentro del ojo. La inyeccion intracameral puede ser a traves de la cOrnea hacia la camera 

anterior para permitir que el agente alcance la malla trabecular. La inyeccien intracanalicular puede ser en los 

canales colectores venosos que drenan el canal de Schlemm o en el canal de Schlemm. 

La administration puede ser directamente al oido mediante, por ejemplo, pomadas o gotas oficas tOpicas, 

dispositivos de liberation lenta en el oido o implantados adyacentes al oido. La administration local incluye las vias 

30 de administracien Otte, intramuscular, al interior de la cavidad timpanica e inyeccion intracoclear. Ademas, pueden 

administrarse agentes al oido interno mediante la colocacien de Gelfoam, o producto adherente y absorbente similar, 

empapados con el ARN de interferencia frente a la membrana de comunicatiOn del oido medio/interno o estructura 

adyacente. 

La administration puede ser directamente a los pulmones, mediante, por ejemplo, una preparaciOn aerosolizada, y 

35 mediante inhalaciOn por medio de un inhalador o un nebulizador, por ejemplo. 

Los modos de administraciOn adicionales incluyen comprimidos, pildoras y capsules, todos los cuales pueden 

formularse por un experto habitual en la tecnica. 

Sujeto : Un sujeto que necesita tratamiento para un estado relacionado con TNFa o que corre el riesgo de desarrollar 

un estado relacionado con TNFa es un ser humano u otro mamifero que tiene un estado inflamatorio relacionado 

40 con TNFa o tiene ojo seco o corre el riesgo de desarrollar un estado inflamatorio relacionado con TNFa u ojo seco. 

Un estado inflamatorio relacionado con TNFa incluye, por ejemplo, conjuntivitis alergica, inflamacien ocular, 

dermatitis, rinifis o asma asociada con una actividad no deseada o inapropiada de TNFa tal como se menciona en el 

presente documento. 

Estructuras oculares asociadas con un estado relacionado con TNFa pueden incluir el ojo, la retina, la coroides, el 

45 cristalino, la cornea, la malla trabecular, el iris, el nervio Optico, la papila Optic& la estlerotica, la camara acuosa, la 

camera vitrea, el cuerpo ciliar o un segmento posterior, por ejemplo. 

Un sujeto tambien puede ser una celula ocular, cultivo celular, 6rgano o un tejido u Organ° ex viva 

Formulaciones y dosificacion: Las formulaciones farmaceuticas comprenden ARN de interferencia, o sales de los 

mismos, de la invention hasta un 99% en peso mezclados con un medio portador fisiologicamente aceptable tal 

50 como agua, tamper', solution salina, glicina, acid° hialurenico, manitol y similares. 

Los ARN de interferencia de la presente invenciOn se administran como disoluciones, suspensiones o emulsiones. 

Los siguientes son ejemplos de posibles formulaciones realizadas por esta invendOn. 

Cantidad en % en peso 

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

Cloruro de sodio 

Cloruro de benzalconio 

EDTA 

Na0H/HCI 

Agua purificada (libre de ARNasa) 

0,5- 10,0 

0,5 

0,8 

0,01 

0,01 

c.s.p pH 7,4 

c.s.p 100 ml 

ARN de interferencia 

SoluciOn sauna tamponada con fosfato 

Cloruro de benzalconio 

Polisorbato 80 

Agua purificada (libre de ARNasa) 

Cantidad en % en peso 

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

1,0 

0,01 

0,5 

c.s.p hasta el 100% 

ARN de interferencia 

Fosfato de sodio monobasico 

Fosfato de sodio dibasic° 

(anhidro) 

Cantidad en % en peso 

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

0,05 

0,15 

Cloruro de sodio 

EDTA de disodio 

Cremophor EL 

Cloruro de benzalconio 

HCI y/o NaOH 

Agua purificada (libre de ARNasa) 

0,75 

0,05 

0,1 

0,01 

pH 7,3-7,4 

c.s.p hasta el 100% 

ARN de interferencia 

Solucien sauna tamponada con fosfato 

Hidroxipropi113-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 invencian da como resultado 

5 una concentracian extracelular en la superficie de la celula diana de desde 100 pM hasta 1000 nM, o desde 1 nM 

hasta 400 nM, o desde 5 nM hasta aproximadamente 100 nM, o de aproximadamente 10 nM. La dosis requerida 

para alcanzar esta concentraciOn local variara dependiendo de varios factores incluyendo el metodo de 

administraci6n, el sitio de administraciOn, el namero de capas de celulas entre el sitio de administraci6n y la celula o 

tejido diana, si la administracian es local o sistemica, etc. La concentraci6n en el sitio de administracito puede ser 
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considerablemente superior que en la superficie de la c,elula o tejido diana. Se administran composiciones tOpicas a 

la superficie del 6rgano diana de una a cuatro veces al dia, o en un programa de administraci6n extendido tal como 

diariamente, semanalmente, bisemanalmente, mensualmente o mas largo, segOn el cdterio rutinario de un medico 

experto. El pH de la formulacian es de aproximadamente pH 4-9, o de pH 4,5 a pH 7,4. 

5 Se espera que el tratamiento terapeutico de pacientes con los ARNip dirigidos contra ARNm de TACE o ARNm de 

TNFR1 sea beneficioso con respecto a tratamientos con moleculas pequefias aumentando la duraci6n de la accion, 

permitiendo de ese modo una dosificaciOn menos 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, 

la gravedad del estado relacionado con TNFa, la tasa de recambio proteina/transcrito garlic° diana, la potencia del 

10 ARN de interferencia y la estabilidad del ARN de interferencia, por ejemplo. En una reafizaciOn, el ARN de 

interferencia se administra por via t6pica a un 6rgano diana y alcanza un tejido que contiene ARNm de TACE o 

ARNm de TNFR1 a una dosis terapeutica mejorando de ese modo un proceso relacionado con TNFa. 

Portadores aceptables : Un portador aceptable se refiere a los portadores que provocan como maxim°, de poca a 

ninguna irritaciOn ocular, proporcionan conservaciOn adecuada si es necesario y administran uno o mas ARN de 

15 interferencia de la presente invencion en una dosificacion homogenea. Un portador aceptable para la administraci6n 

de ARN de interferencia de realizaciones de la presente invencian incluye los reactivos de transfecci6n basada en 

lipidos catianicos TransFr-TKO (Mirus Corporation, Madison, WI), LIPOFECTIN®, Lipofectamine, 

OLIGOFECTAMINETm (Invitrogen, Carlsbad, CA) o DHARMAFECTTm (Dharmacon, Lafayette, CO); policationes tales 

como polietilenimina; peptidos catiOnicos tales coma Tat, poliarginina o penetratina (peptido Antp); o liposomas. Los 

20 liposomas se forman a partir de lipidos que forman vesiculas convencionales y un esterol, tal como colesterol, y 

pueden incluir par ejemplo una molecula de direccionamiento tal como un anticuerpo monoclonal que tiene afinidad 

de union por antigenos de superficie de celulas endoteliales. Ademas, los liposomas pueden ser liposomas 

pegilados. 

Los ARN de interferencia pueden administrarse en disoluci6n, en suspensi6n o dispositivos de administraci6n 

25 bioerosionables o no bioerosionables. Los ARN de interferencia pueden administrarse solos o como componentes 

de conjugados definidos, covalentes. Los ARN de interferencia tambien pueden complejarse con lipidos catiOnicos, 

peptidos catiOnicos o polimeros cationicos; complejarse con proteinas, proteinas de fusion o dominios de proteinas 

con propiedades de union a acid° nucleico (por ejemplo, protamina); o encapsularse en nanoparticulas. Puede 

lograrse una administraci6n especifica de tejido o celula mediante la inclusiOn de un resto de direccionamiento 

30 apropiado tal como un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. 

Para administraciOn oftalmica, (Mica 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 oftalmolagicamente aceptables para formar una suspensi6n o disoluciOn acuosa, 

esteril. Pueden prepararse formulaciones de disoluciOn disolviendo el ARN de interferencia en un tampon acuoso 

35 isotenico fisiologicamente 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, 

hidroxiefilcelulosa, metilcelulosa, polivinilpirrolidona o similares a las composiciones de la presente invenciOn para 

mejorar la retenciOn del compuesto. 

Con el fin de preparar una formulacion de pomada esteril, se combina el ARN de interferencia con un conservante 

40 en un vehiculo apropiado, tal como aceite mineral, lanolina liquida o vaselina blanca. Pueden prepararse 

formulaciones de gel esteriles suspendiendo el ARN de interferencia en una base hidrofila preparada a partir de la 

combinacion de, por ejemplo, CARBOPOL6-940 (BF Goodrich, Charlotte, NC), o similares, segan metodos 

conocidos en la tecnica. Puede usarse VISCOAT® (Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth, TX) para inyecci6n 

intraocular, por ejemplo. Otras composiciones de la presente invencion pueden contener agentes potenciadores de 

45 la penetration tales c,omo 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 interes. 

Kits : Tambien se describe en el presente documento un kit que incluye reactivos para atenuar la expresion de un 

ARNm tal coma se menciona en el presente documento en una celula. El kit confiene un vector de expresion de 

ARNhp o un ARNip. Para vectores de expresion de ARNhp no virales y ARNip, el kit tambien puede contener un 

50 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 componentes necesarios para la produccien 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 tambien puede contener vectores de expresion de ARNhp o 

ARNip control negativo o positivo (par ejemplo, un ARNip control que no selecciona como diana o un ARNip que 

55 selecciona como diana un ARNm no relacionado). El kit tambien puede contener reactivos para evaluar la reduccion 

del gen diana previsto (por ejemplo, cebadores y sondas para PCR cuantitativa para detectar el ARNm diana y/o 

anticuerpos contra la protelna correspondiente para inmunotransferencias de tipo Western). 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 vitro o para construir un vector de expresiOn de ARNhp. 
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Se describe ademas una combinaciOn farmaceutica en forma de kit que incluye, en combinacidm empaquetada, un 

media portador adaptado para recibir un medio de envase en confinamiento estrecho con el mismo y un primer 

media de envase que incluye una composici6n de ARN de interferencia y un portador aceptable. Tales kits pueden 

incluir ademas, si se desea, uno o mas de diversos componentes de kit farmaceuticos convencionales, tales coma, 

5 por ejemplo, envases con uno o mas portadores farmaceuticamente aceptables, envases adicionales, etc., tal como 

resultara facilmente evidente para los expertos en la tecnica. Tambien pueden incluirse en el kit instrucciones 

impresas, o bien como prospectos o bien coma etiquetas, que indican las cantidades de los componentes que van a 

administrarse, directrices para su administraciOn, y/o 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 

10 TNFR1 endegena en, por ejemplo, celulas epiteliales de cOrnea humana, se evalCia in vitro tal coma sigue. Se 

siembran en placa celulas epiteliales de cornea humana transformadas, par ejemplo, la linea celular CEPI-17 (Offord 

et al. (1999) Invest Ophthalmol Vis ScL 40:1091-1101), 24 h antes de su transfeccion en media de queratinocitos 

KGM (Cambrex, East Rutherford, NJ). Se realiza la transfecci6n usando DharmaFECTTm 1 (Dharmacon, Lafayette, 

CO) segim las instrucciones del fabricante a concentraciones de ARN de interferencia de TACE o TNFR1 que 

15 oscilan entre 0,1 nM - 100 nM. Se usan ARN de interferencia control que no seleccionan coma diana y ARN de 

interferencia de lamina NC (Dharmacon) como controles. Se evalOan los niveles de ARNm diana mediante qPCR 

24 h tras la transfeccian usando, por ejemplo, cebadores directos e inversos TAQMAN® 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 (fiempo real dependiente de la tasa de recambio de proteina) mediante 

20 inmunotransferencia tipo Western, por ejemplo. Los expertos en la tecnica conocen bien tecnicas convencionales 

para el aislamiento de proteinas y/o ARN a partir de colulas cultivadas. Para reducir la probabilidad de efectos no 

especificos, inespecificos, se usa la concentraciOn mas baja posible de ARN de interferencia de TACE o TNFR1 que 

produce el nivel deseado de inactivacidin en una expresiOn de gen diana. 

Ejemplo 1 

25 ARN de interferencia para silenciar especificamente TNFR1 en celulas GTM-3 

El presente estudio examina la capacidad del ARN de interferencia de TNFR1 para ireducir los niveles de expresiOn 

de proteina TNFR1 end6gena en celulas GTM-3 cultivadas. 

Se logr6 la transfecci6n de celulas GTM-3 (Pang, LH. e t 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 

30 selecciona como diana control(pi) n.° 2 (NTC2) y reactivo de transfecci6n DHARMAFECT® n.° 1 (Dharmacon, 

Lafayette, CO). Se disolvieron todos los ARNip en tamper) de ARNip lx, una disoluciOn acuosa de KCI 20 mM, 

HEPES 6 mM (pH 7,5), M9C12 0,2 mM. Las muestras control incluian un control de tampOn en el que se reemplaz6 el 

volumen de ARNip por un volumen igual de tampon de ARNip lx (-ARNip). Se Ilevaron a cabo inmunotransferencias  

de tipo Western usando un anticuerpo anti-TNFR1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) para evaluar la 

35 expresi6n de proteina TNFR1. Los ARNip de TNFR1 son ARN de interferencia bicatenarios que fienen especificidad 

por las siguientes dianas: TNFR1ip n.° 1 selecciona como diana la secuencia CAAAGGAACCUACUUGUAC (SEQ ID 

NO: 202) a partir de la que se deriva SEQ ID NO: 96; TNFIR1 ip n.° 2 selecciona coma diana la secuencia 

GAGCUUGAAGGAACUACUA (SEQ ID NO: 203) a partir de la que se deriva SEQ ID NO: 97; TNFR1ip n.° 3 

selecciona coma diana la secuencia CACAGAGCCUAGACACUGA (SEQ ID NO: 204) a partir de la que se deriva 

40 SEQ ID NO: 98; TNIFIR1 ip n.° 4 selecciona como diana la secuencia UCCAAGCUCUACUCCAUUG (SEQ ID 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 redujeron significafivamente la expresi6n de proteina TNFR1 a las 

concentraciones de 10 nM y 1 nM en relaciOn 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 

45 tambien mostrO una reducci6n dependiente de la concentracian en la expresiOn de proteina TNFR1 tal coma se 

esperaba. 

Lista de secuencias 

<110> Yanni, John M. 

Chatterton, Jon E. 

50 Senchyna, Diane Michelle 

Gamache, Daniel A. 

Miller, Steven T. 

<120> InhibiciOn mediada por ARNi de estados relacionados con factor de necrosis tumoral alfa 
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15 

<400>1 

acctqcactt ctqqaqcgt 

maimagag gattgaggqg 

tttccgaaac occigtcaqqc 

aacatqaqqc acitcteteet 

cctccgqatq aCCegggett 

tCaqaCtaCq atattCtCtC 

CtaCaqaCtt caacaCatqt 

aaattatacc tqacatcaaq 

gatqqtaaaa acqsaagega 

cittqqtqaqC ctqaCtCtag 

atcaacacaq atqqqqccqa 

aaagacaaaa qaatoittagt 

tctccaasaq tqtqtvitta 

qtagacagag aaccacctqa 

CCCatqaage acacqtqtaa 

wcagaqqqg aagagaqtac 

qaCatetatc qqaacaCttc 

gagcagattc qcattetcaa 

atqqcaaaaa qttacccaaa 

caatttacct ttqatatage 

taccaagatt ttgatatqqg 

cgagcctqqc 

etaqqacqgq 

qaaqqatqCC 

attectqacc 

CaCCCCCIIC 

tttatetaat 

aqataCaCta 

tactqaacqt 

gtacactqta 

cuttCtagCC 

atataacata 

ttataastct 

tttaaaang 

agasicttlatt 

attattqqtq 

aactacaaat 

atqqqataat 

qtctccacaa 

tqaagaaaaq 

tqaqqaagCa 

aactcttqqa 

qqtagaatet 

CqqatOCCqt 

eagagaggtq 

agegtqqttC 

CagagaCtCq 

atCCageaqC 

etaaCttttt 

ttttcacaaa 

maatogeagg 

caCatitagaq 

qaqccacttt 

qaagatatca 

qataatqaaq 

catcgagtqa 

qtmgcagatc 

tacttaataq 

qcaqqtttta 

qaqqtaaaaC 

qatqcttOgq 

tetaaagttt 

ttalacttatg 

23 

tCCCaqtagq 

cctccccCqa 

gagtcqqtaq 

Ctttegtqct 

agaagCttqa 

ittcqqtaaq 

cagetttqaa 

atttcaaqqt 

aCttetteac 

atqatqatqt 

qqaqatttqt 

agaatqttte 

aqttqctccc 

aaagaagagc 

atcgcttcta 

acctaattqa 

aaqqctatqg 

Ctqqtqaaaa 

atqtqaaqat 

gcttqqcaca 

ttqqctctcc 

cgqcvicgggs 

tqtqaqcaqt 

07700c0799 

wmgccircga 

ttOtttqCte 

aaaaagagat 

aaggcatttt 

cgtqqtggtea 

tqqacacqtg 

tataateaqa 

taatqatacc 

acqtttqCaq 

asaagqqtta 

tqacecagat 

cagatacatq 

cagagttgat 

aatacagata 

qcactacaac 

qtteictagaq 

ccttttcaca 

cagagcaaac 

60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 
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agccatggag grtgttt 

ttgaatagtg 

gacctg7tta 

ctaggagaat 

gtgagtggion 

magaccattg 

aactcgagng 

acctgmtgca 

neatgangt4 

gctaCtagra 

artgctqaag 

ccotttotgog 

tgcaaggtgt 

soutgasctaat 

aantgtgaga 

agcatcaata 

tccttgat4t 

aaacogtatq 

gattctgcat 

cogactg004 

gocaccatcn 

gacccettcc 

qtcnocagaa 

siosposmcmg 

tatiogatttg 

gtttgacgag 

caactcatga 

gtgececgaa 

atcacgagaa 

aangtaaggn 

twatgaag  

ac4qcgaCtg 

anactgutca 

aaggcgtgtc 

atgacactgt 

AVIGIIIVUOC4 

gictgcaggg4 

ttttgaggaa 

aacgagtaca 

CttttQQA80 

tttggottcc 

aatctctgto 

cgattragoot 

ctgtipatcCC 

aggsagaccc 

cant/meg 

gtgoaseggn 

agtgetaatt 

acctacaant 

naggcttot tatageoccag ttqgqasqia aa4tatCt4t 

cacanagant 

afloat/gnat 

tgaggscoag 

caotenagOtO 

cco9clongt 

ogeotangt 

Cacgttgaag 

gtttgagact 

ctactgnaca 

ttgattiaget 

gcogctgqwg 

Cctttatgqc 

agnaaagocc 

ggatgtsatt 

gtttttegcs 

tttioncatt 

tatagtttcac 

totcaaacec 

ta0989CC4 

cagmacagac 

oacagctgac 

tgett., ttt 

tagttetcag 

caatc4cagc 

tat-ea/tam 

Sattttggag 

0,04492444t 

ttttomet 

tttcaagaac 

cutcctggca 

qawnitcytec 

OCCC&Gralga 

qqtaatagaa 

tttggcaagt 

tectgtgcat 

cgctgtgtgc 

tgtacagtag 

gasCgatt.tt 

gacaacatcg 

ettgitccott 

cccagtoonly 

tttectgegc 

geagctonaa 

tea-cat

angtcotttg 

•440t0C444 

etc/Mgt/pc 

ttgtattttg 

ccatecttac 

Cagawcatga 

atqtcatgLa 

gnagtalaC4 

gcagcantaa 

tcatgtatct 

agtgvagtga 

•gtgccagga 

gtillortgete 

quumnatqq 

gtaatg4aac 

oatatgtcga 

gattttgtga 

giggatttCht 

ttgagtctat 

gtgtggatan 

togilsotgce 

aa4gg4aget 

tccggatggt 

teccatagct 

atcaatctat 

aqtttgtggg 

gaacmangoo 

caggaacagt 

ggngottnet 

120Ctccogga 

gaaatgcatc 

tgacomatec 

tgctgo4cAar 

Ontgoategc 

tgoccatfretq 

catgattttc 

ganattggat 

gageagcatg 

cecagactec aggccgectg 

aactggacca ccagagamtg 

aegaggestgg otttgagsag 

aggateteoc ggacnatceg  

gtcagaatog tgttgacagc 

ttaagtqtgc asaatatttt 

tgaagnotgg qaagtgentt 

aggagatget ggtcatgtgt ttgaacttcc tgyaggitsaa cagttCttgt gtggtt 

acttctcctt ttgss••agt assogtgeogg tg44tetagn ttattttgag 

tittagettttt mototett ttgacctgtg gtgcmage agaaantona  

gttstgata tttAcOtttt tghaaattaa tettttatat tgatoacogn 

gaaatgatca gttttttttt atacactgta atgancogut mt4440409  

ttetttgtga tgacaactog aatagttttt tttttttttt ttttlEttttg 

awaacaaagg agatamatct aqtatocatt gtnitctrnt tgtemitcta 

ttomemag ttimegta Image/gam tatatateta aatttama 

24 

gge 

getttcaggt 

getwattg0 

aCtgaCtagg 

CatttggCat 

cettcaacto 

tttctagtta 

tesittmt 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1420 

1400 

1740 

1800 

1060 

1920 

1910 

2040 

2100 

2160 

2220 

2340 

2400 

2460 

2520 

2580 

2640 

2700 

2760 

2820 

2880 

2940 

3000 

31960 

3120 

3180 

3240 
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taatatinct cttcataatt ctaagractsa tgetctctag aaacctaacc acctacctta 3300 

caqtgagggc tatacatqgt aqccagttqa atttatqqaa tctaccaact gtttagggcc 3360 

ctqatttgct gqqcagtttt tctigtattet ataagtatct tcatgtatcc ctgttactqa 3420 

taqqqataca tqctcttaga saattcacta ttqgctgqga gtggtgqctc atqcctqtaa 3480 

taccagcact tqqaqaqqat gaggttgcgc cactacactc cagcctqqqt qacagagtqa 3540 

gactctqcct caaaaaaaaa aaaaaaaaaa as 3572 

<210>2 

<211> 2236 

5 <212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

gctgttqcaa 

at t tt ctcast 

gqqaccaggc 

tqqqacqt cc 

ctgagcccaa 

ctgacctgct 

tt at t qqact 

qaaaat at at 

act tgtacaa 

gctccttcac 

aqqaaatqqg 

qcaggaagaa 

cactqcct ca 

aattctctqq 

cgtqatctct 

tqqacagacc 

atqggqqagt 

qctgccactg 

qgtccct cac 

ccaccct caa 

tqactgt cca 

cgct tcagaa 

tc.aggtggag 

ccagt accqg 

ct attcccct 

actgaggct c 

at qcccgagt 

gagt cceggg 

gagaggccat 

gtqctcctgq 

ct aqqqqaca 

aataat tcga 

Gracciginc 

aaccacCtCa 

at CtCttctt 

Catt attgqa 

CCcaCCttet 

Cagtt Ctqqa 

ctcaaccet C 

aagCCCCaqC 

agetqtCtqg 

aqCtgttqgt 

qqsfaqaagaq 

tttgctgtaC 

aqqataCqqa 

gaCaCtqaCt 

qcaCagtqqa 

qt qaaaaCCt 

25 

CtCCCCtCCt CtCtqCt tta 6 0 

Ctttgqqgtt caaggatcact 12 0 

aaCtgteaCC ccaaqgcact 1 8 0 

act gccqctg ccacactqcc 24 0 

cat ggqcctc tccaCCgtgC 3 0 0 

qqqaatatac ccct Caqqgq 3 6 0 

aqatagtgtq tqt caccaag 42 0 

caaqtqccac aaaggaacCt 4 8 0 

ctqcagqqaq tqtgagagCg 5 4 0 

CagetqCtCC aaat gCCgaa 6 0 0 

CCgqqaCacc gtgt gtgget 6 6 0 

tttCCaqtqC ttcaattgea 72 0 
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qcctctgcct caatggqacc 

cctgccatqc aggittcttt 

aaagcctgga gtqcacgaag 

actcaggcac cacagtqctg 

tcctcttcat tggtttaatq 

tttgtqggaa atcgacacct 

tggccccaaa cccaagcttc 

ccgtgcccag ttccaccttc 

ttgcggctcc ccgcagagaq 

cagccctcgc ctccgaccce 

agccacaqag cctagacact 

ccccgttqcg ctggaaggaa 

ggctggagct gcagaacqqg 

ggaggcggcg cacgccgcgg 

acatqqacct gctqqgctqc 

tcccgmccgc qcccagtctt 

gtcctqcgag atcgccttcc 

aagcaggagc tagcagccqc 

gctqcctqcg cgccgccgac 

caagagcctq agtgggtggt 

qtqtcctcac cagcaaggct 

tgcataagca gttttttttg 

acactaataq saacttggca 

actqtcctaa ggcaggggcq 

ttqtacatac actsaaattc 

aaaaaaasaa aaaaaa 

<210>3 

5 <211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

gtqcacctct 

ctaagagaaa 

ttqtqcctac 

ttgccectgg 

tatcgctacc 

gaaaaagaqg 

agtcccactc 

acctccagct 

gtqgcaccac 

atecccaacc 

gatgaccccg 

ttcgtqcgqc 

cgctqcctgc 

cgcgaggcca 

ctiggaggaca 

ctcagatgag 

aaccccactt 

ctacttggtg 

agtcagcgct 

ttqcgaqqat 

gatcqggggc 

tttttgtttt 

ctectgtgcc 

agcacqqaac 

tgaaqttaaa 

cctgccagga 

acgagegtgt 

cccagattga 

tcattttctt 

aacqqtqqaa 

gggagcttga 

caggcttcac 

ccacctatac 

cctatcaggg 

ccottcagaa 

cgacgctgta 

gcctagggct 

gcgaggcgca 

cgctggagct 

tcgaggaggc 

gctqcgcccc 

titictggaa 

ataacccctc 

7t9otrAlc99 

gagggacgct 

ccctggttcq 

gttttgtttt 

ctctqcctqg 

aatgqggcct 

gctctgctct 

26 

gaaacagaac 

ctcctqtagt 

gaatgttaaq 

tggtctttqc 

gtccaagetc 

aggsactact 

ccccaccctg 

ccceggtgac 

ggctgacccc 

gtgggaggac 

cgccgtggtg 

gagcqaccac 

atacagcatq 

gctggigacgc 

getttgcggc 

tqcgggcagc 

aggingggtc 

qatgtacata 

agagaggtqc 

atqcctcatg 

tccctgagcc 

gtttttaaat 

acaagcacat 

tcagctggag 

tggaaaaaaa 

accgtgtqca 780 

sactqtaaga 840 

ggcactgagg 900 

cttttatccc 960 

tactccattg 1020 

actaagcccc 1080 

ggcttcagtc 1140 

tqtcccaact 1200 

atccttqcga 1260 

aqcgcccaca 1320 

gagaacgtqc 1380 

gagatcgatc 

ctggcgacct 

gtgctccgcg 

CCCgCCgCCC 

1440 

1500 

1560 

1620 

tetaaggacc 1680 

ctgctiggcmc 1740 

gettttetca 1800 

gccgtgggct 1860 

cccgttttgq 1920 

tttttcacaq 1980 

caatcatgtt 

agcaagctqa 

ctgtggactt 

aaaaaaaaaa 

2040 

2100 

2160 

2220 

2236 
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5 

10 

<223> Secuencia diana 

<400> 3 

gctctcagac tacgat att 19  

<210>4 

<211>21 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Hebra sentido con NN en 3' 

<220> 

15 <221> misc_ARN 

<222> (1)..(19) 

<223> ribonucleotidos 

<220> 

20 <221> misc_feature 

<222> (20)..(21) 

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

25 

<400> 4 

gaucucagac uacgauauun n 21  

<210>5 

<211>21 

<212> ADN 

30 <213> Artificial 

<220> 

<223> Hebra antisentido con NN en 3' 

35 <220> 

<221> misc_ARN 

27 
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<222> (1)..(19) 

<223> ribonucleotidos 

<220> 

5 <221> misc_feature 

<222> (20)..(21) 

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

10 

<400> 5 

aauaucgruaq ucugagagen n 21  

<210>6 

<211>21 

<212> ARN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Hebra sentido 

20 <400> 6 

geucucagac uacqauauuu U 21.  

<210>7 

<211>21 

25 <212> ARN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Hebra antisentido 

<400> 7 

aauaucquaq ucugagagcu u 21  

<210>8 

35 <211> 19 

<212> ARN 

28 
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5 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Habra sentido 

<400> 8 

gcucucagac uacgauauu 19  

<210>9 

10 <211> 19 

<212> ARN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Hebra antisentido 

<400> 9 

asuaucguag ucugaqaqc 1.9  

20 <210> 10 

<211>48 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 <220> 

<223> Dtiplex en horquilla con bucle 

<220> 

<221> misc_ARN 

30 <222> (1)..(19) 

<223> ribonucleotidos 

<220> 

<221> misc_feature 

35 <222> (20)..(27) 

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

29 
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<220> 

<221> misc_feature 

<222> (28)..(48) 

5 <223> ribonucleatidos 

<400> 10 

gCucucagac macgausuun nrinnrinnatau aucguagucu gagagcuu 48  

10 <210>11 

<211>25 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 <220> 

20 

25 

30 

<223> Habra sentido 

<400> 11 

gcUcUcsg4C uacgausuuc ucucu 

<210>12 

<211>25 

<212> ARN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Hebra sentido 

<400> 12 

gCuCucagsc us q u uuc ucucu 

<210>13 

<211>27 

<212> ARN 

35 <213> Artificial 

30 

25 

25 
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5 

<220> 

<223> Hebra antisentido 

<400>13 

agagagaaua ucguaqucuq agigcuu 

<210>14 

<211>19 

<212> ADN 

10 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

15 <400> 14 

ccaccagcat tcggtaaga 

<210>15 

<211>19 

20 <212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 15 

cagcagcatt cgqt aagaa 

<210>16 

30 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

35 <223> Secuencia diana 

31 

27 

19 

19 
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<400>16 

ageageatte ggtaagaaa 19  

<210>17 

5 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

10 <223> Secuencia diana 

<400>17 

agagatetac agacttcaa 19  

15 <210> 18 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

20 <220> 

25 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400>18 

gaaagegagt acactgt aa 19  

<210>19 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 19 

ccatgaagaa cacgtgtaa 19  

32 
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5 

<210>20 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 20 

10 qaagaacacg tqtaaatta 

<210>21 

<211>19 

<212> ADN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

20 <400>21 

19 

atcatcgctt et acagat a 19  

<210>22 

<211>19 

25 <212> ADN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 22 

agagcaat t t aqctt tg at 19  

<210>23 

35 <211> 19 

<212> ADN 

33 
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5 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 23 

ggtttgacqa gcacaaaqa 19  

<210>24 

10 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Secuencia diana 

<400> 24 

tqatccqqat gigtetagoca 19  

20 <210> 25 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 <220> 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 25 

gcgat eaten gaacaat aa 19  

<210>26 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

34 
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5 

10 

15 

<223> Secuencia diana 

<400> 26 

gcaqtaaaca atcaatcta 19  

<210>27 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 27 

caatctataa gaccattga 19  

<210>28 

<211>19 

<212> ADN 

20 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

25 <400> 28 

tttcaagaac gcagesata 19  

<210>29 

<211>19 

30 <212> ADN 

<213> Artificial 

35 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 29 

35 
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ttcaagaacg cagcaataa 19  

<210>30 

<211>19 

5 <212> ADN 

<213> Artificial 

10 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 30 

tcaagaacgc agtaat aaa 19  

<210>31 

15 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

20 <223> Secuencia diana 

<400>31 

t catgtatct gaacaacga 19  

25 <210> 32 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

30 <220> 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 32 

acagcgactg cacgttgaa 19  

<210>33 

36 
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<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

5 <220> 

10 

15 

20 

<223> Secuencia diana 

<400> 33 

gattaatqc-t act tgcaaa 1.9  

<210>34 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 34 

ctggagtcct gtgcatgta 19  

<210>35 

<211>19 

<212> ADN 

25 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

30 <400> 35 

tggagtcctg tgcatqtaa 19  

<210>36 

<211>19 

35 <212> ADN 

<213> Artificial 

37 
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<220> 

<223> Secuencia diana 

5 <400> 36 

ggaqtcctgt gvatqtaat 19  

<210>37 

<211>19 

10 <212> ADN 

<213> Artificial 

15 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 37 

cat qtaatqa aactqacaa 19  

<210>38 

20 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

25 <223> Secuencia diana 

<400> 38 

ctatgteigat gctgalicas 19  

30 <210> 39 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

35 <220> 

<223> Secuencia diana 

38 
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<400> 39 

caaatgtgag aaacgagta 19  

5 <210> 40 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

10 <220> 

15 

20 

25 

<223> Secuencia diana 

<400> 40 

gcatcggttc gcattatca 1.9 

<210>41 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 41 

at cggttcgc attatcaaa 19  

<210>42 

<211>19 

<212> ADN 

30 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

35 <400> 42 

ccaagt cat t tgaggatct 19  

39 
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<210>43 

<211>19 

<212> ADN 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

10 <400> 43 

coggtcacca gaagtgaaa 19  

<210>44 

<211>19 

15 <212> ADN 

<213> Artificial 

20 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 44 

aaaggictgcc tcctttaaa 19  

<210>45 

25 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

30 <223> Secuencia diana 

<400> 45 

tttaaactgc agcgteaga 19  

35 <210> 46 

<211>19 

40 
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<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

5 <223> Secuencia diana 

<400> 46 

agatqctggt catgtgt tt 19  

10 <210> 47 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 <220> 

20 

25 

30 

<223> Secuencia diana 

<400> 47 

atqct ggtca tgtgtttga 19  

<210>48 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 48 

tqct ggtcat gtqtttgaa 1.9 

<210>49 

<211>19 

<212> ADN 

35 <213> Artificial 

41 
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5 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 49 

ctqqtcatqt qtttgaact 19  

<210>50 

<211>19 

<212> ADN 

10 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

15 <400>50 

tqtaatgaac cgctgaata 19  

<210>51 

<211>19 

20 <212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400>51 

qtaatgaacc gctgaatat 19  

<210>52 

30 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

35 <223> Secuencia diana 

42 
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<400> 52 

ct aagactaa tgctCtet a 19  

<210>53 

5 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

10 <223> Secuencia diana 

<400> 53 

agactaatgc tctctagaa 19  

15 <210> 54 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

20 <220> 

25 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 54 

cctaaccacc tacct taca 19  

<210>55 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 55 

t acatggtag ccagttgaa 19  

43 
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5 

10 

<210>56 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 56 

tggtagccag ttgaattta 

<210>57 

<211>19 

<212> ADN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

20 <400> 57 

19 

tttatggaat ctaccaact 19  

<210>58 

<211>19 

25 <212> ADN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 58 

qqaatctacc aactgttta 19  

<210>59 

35 <211> 19 

<212> ADN 

44 
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5 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 59 

accaggccgt gatctctat 

<210>60 

10 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Secuencia diana 

<400> 60 

aattcqattt qctqtacca 

20 <210> 61 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 <220> 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 61 

19 

19 

tcqatttgct gtaccaagt 19  

<210>62 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

45 
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5 

10 

15 

<223> Secuencia diana 

<400> 62 

acaaaggaac atacttgta 19  

<210>63 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 63 

gaacctactt gtacaatga 19  

<210>64 

<211>19 

<212> ADN 

20 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

25 <400> 64 

ctacttgtac aatgactgt 19  

<210>65 

<211>19 

30 <212> ADN 

<213> Artificial 

35 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 65 

46 
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tgtgagaqcg gctccttca 

<210>66 

<211>19 

5 <212> ADN 

<213> Artificial 

10 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 66 

tcaggtqqaq atct ct tct 

<210>67 

15 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

20 <223> Secuencia diana 

<400> 67 

caggtggaga tctcttct t 

25 <210> 68 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

30 <220> 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 68 

agaaccagt a ccggcatta 

<210>69 

47 

19 

19 

19 

19 
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<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

5 <220> 

10  

15 

<223> Secuencia diana 

<400> 69 

gaaccagtac cggcatt at 19  

<210>70 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 70 

20 aaccagtacc ggcattatt 

<210>71 

<211>19 

<212> ADN 

25 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

30 <400> 71 

19 

ccggcattat tggagtgaa 19  

<210>72 

<211>19 

35 <212> ADN 

<213> Artificial 

48 
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<220> 

<223> Secuencia diana 

5 <400> 72 

eggcattatt ggagtga aa 19  

<210>73 

<211>19 

10 <212> ADN 

<213> Artificial 

15 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 73 

agcctggagt gcacgaagt 19  

<210>74 

20 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

25 <223> Secuencia diana 

<400> 74 

ctectattca ttggttt aa 19  

30 <210> 75 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

35 <220> 

<223> Secuencia diana 

49 
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<400> 75 

ttggtttaat qtatcgcta 19  

5 <210> 76 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

10 <220> 

15 

20 

25 

<223> Secuencia diana 

<400> 76 

qtttaatgta tcqctacca 19  

<210>77 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 77 

tttaatgtat cgctaccaa 19  

<210>76 

<211>19 

<212> ADN 

30 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

35 <400> 78 

agtccaagct ctactccat 19  

50 
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<210>79 

<211>19 

<212> ADN 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

10 <400>79 

gagcttgaag gaactacta 

<210>80 

<211>19 

15 <212> ADN 

<213> Artificial 

20 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 80 

ct tgaaggaa ctactact a 

<210>81 

25 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

30 <223> Secuencia diana 

<400>81 

ttgaaggaac t actactaa 

35 <210> 82 

<211>19 

51 

19 

19 

19 
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<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

5 <223> Secuencia diana 

<400> 82 

acaagcca ea gagcctaga 19  

10 <210> 83 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 <220> 

20 

25 

30 

<223> Secuencia diana 

<400> 83 

tgt acgccgt ggtggagaa 19  

<210>84 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 84 

ccgttgcgct ggitaggaat 19  

<210>85 

<211>19 

<212> ADN 

35 <213> Artificial 
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5 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 85 

t ctaaqqacc qtectqcqa 19  

<210>86 

<211>19 

<212> ADN 

10 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

15 <400> 86 

ctaat aqaaa cttqqcact 19  

<210>87 

<211>19 

20 <212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 87 

taataqaaac ttqqcactc 19  

<210>88 

30 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

35 <223> Secuencia diana 
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<400> 88 

aatagaaact tggcactcc 19  

<210>89 

5 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

10 <223> Secuencia diana 

<400> 89 

at agaaactt gqcactcct 19  

15 <210> 90 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

20 <220> 

25 

30 

<223> Secuencia diana 

<400> 90 

tagaaacttg gcactcctg 19  

<210>91 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 91 

35 atagcaagct gaact gtcc 19  
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5 

<210>92 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 92 

10 t agcanctg aactgtt ct 19 

<210>93 

<211>19 

<212> ADN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

20 <400> 93 

agesagetga actgtccta 19  

<210>94 

<211>19 

25 <212> ADN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 94 

gcaagctgaa ctgtectaa 19  

<210>95 

35 <211> 19 

<212> ADN 
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5 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 95 

tgaactgt cc t aaqgcagg 19 

<210>96 

10 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Secuencia diana 

<400> 96 

casaggaacc tactt7tac 19  

20 <210> 97 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 <220> 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 97 

gagcttgaag gaact act a 19  

<210>98 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 
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5 

10 

15 

<223> Secuencia diana 

<400> 98 

cacagagcct agacactga 19  

<210>99 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 99 

tccaagctct act ccat tg 1.9 

<210> 100 

<211>19 

<212> ADN 

20 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

25 <400> 100 

tggagctgtt ggt gggaat 19  

<210> 101 

<211>19 

30 <212> ADN 

<213> Artificial 

35 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 101 
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gacagqqaqa agagagat a 19  

<210> 102 

<211>19 

5 <212> ADN 

<213> Artificial 

10 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 102 

taggagaagag 11QAtillcrtgt  

<210> 103 

15 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

20 <223> Secuencia diana 

<400> 103 

gagaagagag a a 

25 <210> 104 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

30 <220> 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 104 

citcrt 

19 

/9 

gaagagagrat acitqtgtqt 19  

<210> 105 
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<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

5 <220> 

10 

15 

20 

<223> Secuencia diana 

<400> 105 

gt qtirtgt cc ccaaggaaa 19  

<210> 106 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 106 

gaaaatatat ccaccctca 

<210> 107 

<211>19 

<212> ADN 

25 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

30 <400> 107 

19 

aaatat at cc accctcaaa 19  

<210> 108 

<211>19 

35 <212> ADN 

<213> Artificial 
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<220> 

<223> Secuencia diana 

5 <400> 108 

ctgtaccaag tgccaca a 19  

<210> 109 

<211>19 

10 <212> ADN 

<213> Artificial 

15 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 109 

accaagtgcc acaaaggaa 19  

<210> 110 

20 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

25 <223> Secuencia diana 

<400> 110 

ccaagtgccacaaaggaac 19  

30 <210>111 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

35 <220> 

<223> Secuencia diana 
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<400> 111 

ccacaaaggaacct act tg 19  

5 <210>112 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

10 <220> 

15 

20 

25 

<223> Secuencia diana 

<400> 112 

caaaggaacc tacttgtac 

<210> 113 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 113 

aaaggaacct act tg-taca 

<210> 114 

<211>19 

<212> ADN 

30 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

35 <400>114 

gatacggact gcagggagt 
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19  

19 
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<210> 115 

<211>19 

<212> ADN 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

10 <400>115 

cggactgcag ggagtgtga 19  

<210> 116 

<211>19 

15 <212> ADN 

<213> Artificial 

20 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 116 

t ccttcaccg ottcagaaa 19  

<210> 117 

25 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

30 <223> Secuencia diana 

<400> 117 

cagaaaacca actcagaca 19  

35 <210>118 

<211>19 
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<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

5 <223> Secuencia diana 

<400> 118 

tqcctcaget qctccaaat 

10 <210>119 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 <220> 

20 

25 

<223> Secuencia diana 

<400> 119 

1.9 

ctccaaatgc cqaaaqqaa 19  

<210> 120 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 120 

30 t ccaaatgccgaaarnaaa 

<210> 121 

<211>19 

<212> ADN 

35 <213> Artificial 
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<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 121 

5 ccaaatgccg aaaq aaat 

<210> 122 

<211>19 

<212> ADN 

10 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

15 <400> 122 

19 

gccgaaagqa aatgggtca 1.9  

<210> 123 

<211>19 

20 <212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 123 

aggaaatggg tcaggtgga 19  

<210> 124 

30 <211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

35 <223> Secuencia diana 
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<400> 124 

enaetatirnt engtenag 19  

<210> 125 

5 <211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

10 <223> Secuencia diana 

<400> 125 

qtcrtligget qcaggaaga 19  

15 <210> 126 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

20 <220> 

25 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 126 

qqaagaacca gtaceggca 15  

<210> 127 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 127 

ccatqcacnt ttetttets 19  
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5 

10 

<210> 128 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 128 

catgcaggtt tett c aa 

<210> 129 

<211>19 

<212> ADN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

20 <400> 129 

tgcaggtttc tttctaaga 

<210> 130 

<211>19 

25 <212> ADN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 130 

aggtttcttt ctaagagaa 

<210> 131 

35 <211> 19 

<212> ADN 

66 

19 

19 

19 
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5 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 131 

ggtttctttc t aagagaaa 19  

<210> 132 

10 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Secuencia diana 

<400> 132 

agagraaaacg agtgtatct 19  

20 <210> 133 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 <220> 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 133 

gagtqtqtct cctinagt a 19  

<210> 134 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 
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5 

10 

<223> Secuencia d ana 

<400> 134 

ctgtagtaac tgtaagaaa 19  

<210> 135 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 135 

15 agaaaagcct ggagtgca c 

<210> 136 

<211>19 

<212> ADN 

20 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

25 <400> 136 

19 

ttgagaatgt t a agggcac 19  

<210> 137 

<211>19 

30 <212> ADN 

<213> Artificial 

35 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 137 
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tgt taagggc actgaggac 19  

<210> 138 

<211>19 

5 <212> ADN 

<213> Artificial 

10 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 138 

ggtcattttc tttggtctt 19  

<210> 139 

15 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

20 <223> Secuencia diana 

<400> 139 

ectectcttc attggttt a 19  

25 <210> 140 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

30 <220> 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 140 

tcctcttcat tggtttaat 19  

<210> 141 
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<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

5 <220> 

10 

15 

20 

<223> Secuencia diana 

<400> 141 

ctettcattq qtttaatqt 

<210> 142 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 142 

tettcattgq tttaatqta 

<210> 143 

<211>19 

<212> ADN 

25 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

30 <400> 143 

cttcattqqt ttaatqtat 

<210> 144 

<211>19 

35 <212> ADN 

<213> Artificial 
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19 

19 
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<220> 

<223> Secuencia diana 

5 <400>144 

tccaagcbct act cast tg 19  

<210> 145 

<211>19 

10 <212> ADN 

<213> Artificial 

15 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 145 

ctccat tqt t tqtgggaaa 19  

<210> 146 

20 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

25 <223> Secuencia diana 

<400> 146 

gqqa a atcga cacctgaaa 19  

30 <210> 147 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

35 <220> 

<223> Secuencia diana 

71 
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<400> 147 

tqaagga act act act aag 19  

5 <210> 148 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

10 <220> 

15 

20 

25 

<223> Secuencia diana 

<400> 148 

acctscagct ccacctat a 19  

<210> 149 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 149 

=car-sag= acagagcct 19  

<210> 150 

<211>19 

<212> ADN 

30 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

35 <400> 150 

acgccgtggt ggagaacgt 19  
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<210> 151 

<211>19 

<212> ADN 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

10 <400> 151 

ggsaggsatt cgtgeggcg 19  

<210> 152 

<211>19 

15 <212> ADN 

<213> Artificial 

20 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 152 

tgagcgacca cgagat oga 19  

<210> 153 

25 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

30 <223> Secuencia diana 

<400> 153 

qcgaggcgc a a tacagcat 19  

35 <210> 154 

<211>19 
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<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

5 <223> Secuencia diana 

<400> 154 

tggictgcct ggaggacat 

10 <210> 155 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 <220> 

20 

25 

30 

<223> Secuencia diana 

<400> 155 

19 

catcaagtac tgaacgttt 19  

<210> 156 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 156 

tegtggtggt ggatggtaa 

<210> 157 

<211>19 

<212> ADN 

35 <213> Artificial 
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5 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 157 

gaaagcgaqt acactgt aa 19  

<210> 158 

<211>19 

<212> ADN 

10 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

15 <400> 158 

qagcctqact ct aggqtt c 19  

<210> 159 

<211>19 

20 <212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 159 

ccacat saga gat gatgat 19  

<210> 160 

30 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

35 <223> Secuencia diana 
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<400> 160 

cataagagat gatgatgtt 19  

<210> 161 

5 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

10 <223> Secuencia diana 

<400> 161 

cgaatataac atagarca 19  

15 <210> 162 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

20 <220> 

25 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 162 

gttaatgata ccaaagaca 19  

<210> 163 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 163 

ct gaagatat caagaat gt 19  
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5 

10  

<210> 164 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 164 

atgaagagtt gct cccaaa 1.9 

<210> 165 

<211>19 

<212> ADN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

20 <400> 165 

atqaaqaaca cqtqt aaat 19  

<210> 166 

<211>19 

25 <212> ADN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 166 

aatt attgqt qgt agcaga 19  

<210> 167 

35 <211> 19 

<212> ADN 

77 

ES 2 413 804 T3

 



5 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 167 

atcatcgctt ctacagata 19  

<210> 168 

10 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Secuencia diana 

<400> 168 

atacatgggc agagqqqaa 19 

20 <210> 169 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 <220> 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 169 

gggcagaggg gaagagagt 19  

<210> 170 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 
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5 

10 

<223> Secuencia diana 

<400> 170 

ggaagagagt acatactac a 

<210> 171 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 171 

15 ganagagta caactacaa 

<210> 172 

<211>19 

<212> ADN 

20 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

25 <400> 172 

gagagtacaa etacaaatt 

<210> 173 

<211>19 

30 <212> ADN 

<213> Artificial 

35 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 173 
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19 

19 
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gctaat tgac agagtt gat 19  

<210> 174 

<211>19 

5 <212> ADN 

<213> Artificial 

10 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 174 

cggaacactt catgggata 19  

<210> 175 

15 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

20 <223> Secuencia diana 

<400> 175 

ggataatgca ggttttaaa 19  

25 <210> 176 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

30 <220> 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 176 

aanctatgaa atacagata 19  

<210> 177 
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<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

5 <220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 177 

gaatacagat agagcagat 19  

10 

<210> 178 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 178 

ggtaaaacct ggtgaaaag 19 

20 

<210> 179 

<211>19 

<212> ADN 

25 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

30 <400> 179 

gtgaaaagca ctacaacat 19  

<210> 180 

<211>19 

35 <212> ADN 

<213> Artificial 
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<220> 

<223> Secuencia diana 

5 <400> 180 

gaqqaagcat ctaaagttt 19  

<210> 181 

<211>19 

10 <212> ADN 

<213> Artificial 

15 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 181 

tataggaact cttggatta 

<210> 182 

20 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

25 <223> Secuencia diana 

<400> 182 

19 

tgacgagtac aaagaatt a 19  

30 <210> 183 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

35 <220> 

<223> Secuencia diana 

82 
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<400> 183 

gcacaaaga a t t atggt a a 19  

5 <210> 184 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

10 <220> 

15 

20 

<223> Secuencia diana 

<400> 184 

gattacaact ca tgaat tg 19  

<210> 185 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 185 

25 actcataaat taaaacat a 

<210> 186 

<211>19 

<212> ADN 

30 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

35 <400> 186 

19 

gtggcgatca cqaqaacaa 19  
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<210> 187 

<211>19 

<212> ADN 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

10 <400> 187 

ct ataagace attgaaagt 

<210> 188 

<211>19 

15 <212> ADN 

<213> Artificial 

20 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 188 

gaacgcagea ataaagt tt 

<210> 189 

25 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

30 <223> Secuencia diana 

<400> 189 

gesataaagt t tgtgggaa 

35 <210> 190 

<211>19 
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19 
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<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

5 <223> Secuencia diana 

<400> 190 

cast angt t tgtginetac 19  

10 <210> 191 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

15 <220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 191 

gagggtggat gaaggagaa 1.9  

20 

<210> 192 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 192 

cnatqaagga qsaqaqtqt 19  
30 

<210> 193 

<211>19 

<212> ADN 

35 <213> Artificial 

85 
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5 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 193 

gcatcatgta tctgaaca a 19  

<210> 194 

<211>19 

<212> ADN 

10 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

15 <400> 194 

caggaaatgc t qaagatga 19  

<210> 195 

<211>19 

20 <212> ADN 

<213> Artificial 

25 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 195 

gaatggcaaa tgtgagaaa 19  

<210> 196 

30 c211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

35 <223> Secuencia diana 
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<400> 196 

gqatqt aatt qaacqat tt 19  

<210> 197 

5 <211> 19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

10 <223> Secuencia diana 

<400> 197 

gtqqataaga aattggata 19  

15 <210> 198 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

20 <220> 

25 

30 

35 

<223> Secuencia diana 

<400> 198 

qqataaacag tatqaatct 19  

<210> 199 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 199 

ccttt aaact gcagcgtca 19  
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10 

<210> 200 

<211>19 

<212> ADN 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 200 

cgtgttgaca gcaaagaaa 19  

<210> 201 

<211>19 

<212> ADN 

15 <213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

20 <400> 201 

gcaaagaaac agagrtgcta 19  

<210> 202 

<211>19 

25 <212> ARN 

<213> Artificial 

30 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 202 

caaaggaacc uactiuguac 

<210> 203 

35 <211> 19 

<212> ARN 
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<213> Artificial 

<220> 

<223> Secuencia diana 

<400> 203 

gagcuugaag gaacu acua 19  

<210> 204 

10 <211> 19 

<212> ARN 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Secuencia diana 

<400> 204 

cacagagecu agacacuga 19  

20 <210> 205 

<211>19 

<212> ARN 

<213> Artificial 

25 <220> 

30 

<223> Secuencia diana 

<400> 205 

uccaagcucu acuccauug 19  
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REIVINDICACIONES 

1. Un ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleotides, en donde el ARN de interferencia 

tiene como diana 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, para su uso en el tratamiento o la prevencion de un estado 

5 ocular relacionado con TNFa en un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis 

alergica o inflamed& ocular. 

2. Un ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleOtidos, comprendiendo el ARN de 

interferencia: una hebra de nucleotides sentido, una hebra de nucleOtides antisentido y una region de 

complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucleotides; en donde la hebra 

10 antisentido hibrida en condiciones fisiolOgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 1 

que comprende el nucle6tido 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842, 

15 

relacionado con TNFa en un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis 

alergica o inflamaciOn ocular. 

3. Un ARN de interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleotides, comprendiendo el ARN de 

20 interferencia: una hebra de nucleotidos sentido, una hebra de nucleotides antisentido y una region de 

complementariedad contigua al menos casi perfecta de al menos 19 nucledtidos; en donde la hebra 

antisentido hibrida en condiciones fisiolOgicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 

que comienza en el nucleotide 124, 328, 387, 391, 393, 395, 406, 421, 423, 444, 447, 455, 459, 460, 467, 

25 

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 alergica o inflamacidm ocular. 

30 4. El ARN de interferencia para su uso segen la reivindicacien 2, que comprende edemas un segundo ARN de 

interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucledtidos y que comprende: una hebra de nucleotides 

sentido, una hebra de nucleotides antisentido y una region de complementariedad al menos casi perfecta 

de al menos 19 nucleotides; 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 

35 nucleotide 124, 328, 387, 391, 393, 395, 406, 421, 423, 444, 447, 455, 459, 460, 467, 469, 470, 471, 475, 

844 , 846 , 860 , 878 , 894 , 900, 909 , 9 1 0 , 9 1 3 , 942 , 970 , 984 , 1 002 , 1 0 1 0 , 1 053 , 1 064 , 1 1 37 , 1 1 62 , 1 2 1 5 , 

1 330 , 1 334 , 1 340 , 1 386 , 1 393 , 1 428 , 1 505 , 1 508 , 1 54 1 , 1 553 , 1 557 , 1 59 1 , 1 592 , 1 593 , 1 597 , 1 604 , 1 605 , 

1 626 , 1 632 , 1 658 , 1 66 1 , 1 69 1 , 1 794 , 1 856 , 1 945 , 1 946 , 1 947 , 1 958 , 2022 , 2094 , 2 1 00 , 2 1 2 1 , 2263 , 2277 , 

2347 , 2349 , 2549 , 2 578 , 2595 , 2606 , 2608 , 2629 , 2639 , 2 764 , 2766 , 2767 , 2769 , 3027 , 3028 , 326 1 , 3264 , 

3284 , 33 1 3 , 33 1 7 , 3332 6 3337 ; pa ra su uso en el tratam iento o la p revenciOn de un estado ocul a r 

469 , 470 , 47 1 , 4 75 , 4 79 , 5 1 3 , 5 1 7 , 53 1 , 543 , 556 , 576 , 587 , 588 , 589 , 595 , 60 1 , 602 , 6 1 1 , 6 1 2 , 65 1 , 664 , 

667 , 668 , 669 , 677 , 6 78 , 785 , 786 , 788 , 79 1 , 792 , 804 , 8 1 3 , 824 , 838 , 843 , 877 , 884 , 929 , 959 , 960 , 96 1 , 

963 , 964 , 965 , 970 , 973 , 974 , 1 000 , 1 002 , 1 0 1 3 , 1 026, 1 053 , 1 056 , 1 057 , 1 058 , 1 1 6 1 , 1 3 1 5 , 1 3 1 8 , 1 324 , 

1 357 , 1 360 , 1 383 , 1 393 , 1 420 , 1 47 1 , 1 573 , 1 67 1 , 2044 , 2045 , 2046 , 2047 , 2048 , 2089 , 2090 , 209 1 6 2092 

479 , 5 1 3 , 5 1 7 , 53 1 , 543 , 556 , 576 , 587 , 588 , 589 , 595 , 60 1 , 602 , 6 1 1 , 6 1 2 , 65 1 , 664 , 667 , 668 , 669 , 677 , 

6 78 , 785 , 786 , 788 , 79 1 , 792 , 804 , 8 1 3 , 824, 838 , 843 , 877, 884 , 929 , 959 , 960 , 96 1 , 963 , 964 , 965 , 970 , 

9 73 , 974 , 1 000 , 1 002 , 1 0 1 3 , 1 026 , 1 053 , 1 056 , 1 057 , 1 058 , 1 1 6 1 , 1 3 1 5 , 1 3 1 8 , 1 324 , 1 357 , 1 360 , 1 383 , 

1 393 , 1 420 , 1 47 1 , 1 573 , 1 67 1 , 2044 , 2045 , 2046 , 2047 , 2048 , 2089 , 2090 , 209 1 6 2092 . 

40 5. El ARN de interferencia para su uso segen la reivindicacien 3, que comprende edemas un segundo ARN de 

interferencia que tiene una longitud de 19 a 49 nucleotides y que comprende: una hebra de nucleotides 

sentido, una hebra de nucleOtidos antisentido y una regi6n de complementariedad al menos casi perfecta 

de al menos 19 nucleotides; en donde la hebra antisentido del segundo ARN de interferencia hibrida en 

condiciones fisiolegicas con una parte del ARNm que corresponde a SEQ ID NO: 2 que comprende el 

45 nucleotide 297, 333, 334, 335, 434, 470, 493, 547, 570, 573, 618, 649, 689, 755, 842, 844, 846, 860, 878, 

50 

8 94 , 900 , 909 , 9 1 0 , 9 1 3 , 942 , 9 70 , 984 , 1 002 , 1 0 1 0 , 1 053 , 1 064 , 1 1 37 , 1 1 62 , 1 2 1 5 , 1 330 , 1 334 , 1 340 , 

1 386 , 1 393 , 1 428 , 1 505 , 1 508 , 1 54 1 , 1 553 , 1 557 , 1 59 1 , 1 592 , 1 593 , 1 597 , 1 604 , 1 605 , 1 626 , 1 632 , 1 658 , 

1 66 1 , 1 69 1 , 1 794 , 1 856 , 1 945 , 1 946 , 1 947 , 1 958 , 2022 , 2094 , 2 1 00 , 2 1 2 1 , 2263 , 2277 , 2347 , 2349 , 2549 , 

2 578 , 2595 , 2606 , 2608 , 2629 , 2639 , 2764 , 2766 , 2767 , 2769 , 3027 , 3028 , 326 1 , 3264 , 3284 , 33 1 3 , 33 1 7 , 

3332 6 3337 , en donde el ARN de i nte rferenci a es para su admi n istrac ion a l ojo de l s uj eto . 

6. El ARN de interferencia para su uso segun la reivindicacien 2 6 3, en donde la hebra de nucle6tidos sentido 

y la hebra de nucleatidos antisentido ester, conectadas por una hebra de nucleotides en bucle. 

7. Una molecule de ARNip bicatenario que regula por disminuci6n a expresiOn de un gen de TACE mediante 

interferencia de ARN, en donde: cada hebra de la molecule de ARNip tiene independientemente de 

55 aproximadamente 19 a aproximadamente 27 nucleotides de longitud; y una hebra de la molecule de ARNip 

comprende una secuencia de nucledtidos que tiene complementariedad sustancial con un ARNm 

correspondiente al gen de TACE de manera que a molecule de ARNip dirige la escisi6n 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 

60 alergica o inflamacien ocular. 
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8. Una molecule de ARNip bicatenario que regula por disminuci6n la expresi6n de un gen de TNFR1 mediante 

interferencia de ARN, en la que: cada hebra de la molecule de ARNip tiene independientemente de 

aproximadamente 19 a aproximadamente 27 nucleOtidos de longitud; y una hebra de la molecule de ARNip 

comprende una secuencia de nucleOtidos que Irene complementariedad sustancial con un ARNm 

correspondiente al gen de TNFR1 de manera que la molecule de ARNip dirige la escisi6n 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 

alergica o inflamaciOn ocular. 

Un ARN de interferencia monocatenario que tiene una longitud de 19 a 49 nucleatidos, en donde el ARN de 

interferencia monocatenario hibrida en condiciones fisiolOgicas con una parte del ARNm que corresponde a 

SEQ ID NO: 1 que comprende el nucleotido 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, para su uso en el tratamiento o la prevention de un estado ocular relacionado con TNFa en  

un sujeto que lo necesita, en donde dicho estado es ojo seco, conjuntivitis alergica o inflamaciOn ocular. 

El ARN de interferencia para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el ARN 

de interferencia se administra mediante expresiOn in vivo desde un vector de expresi6n que puede expresar 

el ARN de interferencia. 

5 

9 . 

1 0 

1 5 

20 1 0 . 

1 1 . 

2 5 

1 2 . 

El ARN de interferencia para su uso segim 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 molecule de ARNip tiene independientemente de aproximadamente 19 nucleOtidos a 

aproximadamente 25 nucleatidos de longitud, o de aproximadamente 19 nucleOtidos a aproximadamente 21 

nucleatidos de longitud. 

El ARN de interferencia para su uso segOn una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 10y 11, en donde 

el ARN de interferencia es un ARNhp o un ARNip. 
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(.4 cn to 8 
0 0 0 0 0 0 0 11) 

I r 

(r-
No transfectadas. 

-ARNip 

NTC2 

Libre de RISC 

TNFItlip n.° 1 

TNFR1ip ft° 2 

TNFR1ip n.° 3 

TNFR1ip n.° 4 
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