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DESCRIPCION
Agentes iRNA que tienen como diana al VEGF
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidon pertenece al campo de agentes iRNA que pueden inhibir la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF). Se describe el uso de secuencias de siRNA que tienen como diana a VEGF
para tratar afecciones o trastornos relacionados con la expresion indeseada de VEGF, por ejemplo degeneracion
macular relacionada con la edad o retinopatia diabética.

ANTECEDENTES

VEGF (también conocido como factor de permeabilidad vascular, VPF) es una citocina multifuncional que estimula la
angiogénesis, la proliferacion de células epiteliales, y la supervivencia de células endoteliales. VEGF se puede
producir mediante una amplia variedad de tejidos, y su sobreexpresidon o expresion aberrante puede dar como
resultado una variedad de trastornos, incluyendo trastornos retinianos tales como degeneracion macular relacionada
con la edad y retinopatia diabética, cancer, asma, y otros trastornos angiogénicos.

La degeneracién macular es una causa principal de ceguera en los Estados Unidos de América, y la frecuencia de
este trastorno aumenta con la edad. Degeneracién macular se refiere al grupo de enfermedades en las que las
células que perciben la vision en la zona macular de la retina funcionan mal o pierden funcién, y pueden dar como
resultado una pérdida debilitante de la visiéon central vital o de la vision detallada. La degeneracién macular del
adulto (AMD), que es la forma mas habitual de degeneracion macular, se produce en dos formas principales. El
noventa por ciento de personas con AMD tiene la forma descrita como degeneracion macular “seca”. Se ve afectada
un area de la retina, lo que conduce a la ruptura lenta de células en la macula, y a una pérdida gradual de la vision
central. La otra forma de AMD es degeneracion macular “hiumeda”. Aunque sélo el 10% de las personas con AMD
tienen este tipo, da cuenta del 90% de ceguera de la enfermedad. A medida que AMD seca avanza, comienzan a
crecer nuevos vasos sanguineos y provocar AMD “humeda”. Estos nuevos vasos sanguineos pierden a menudo
sangre y fluido bajo la mécula. Esto provoca un dafio rapido a la macula, lo que puede conducir a la pérdida de
vision central en un espacio de tiempo corto. Los agentes iRNA que tienen como diana a VEGF pueden ser utiles
para el tratamiento de degeneracién macular hiumeda y seca.

La interferencia con RNA o “RNAI” es la expresion inicialmente acufiada por Fire y colaboradores para describir la
observacion de que el RNA bicatenario (dsRNA) puede bloquear la expresién génica cuando se introduce en
gusanos (Fire et al., Nature 391:806-811, 1998). dsRNA corto dirige el silenciamiento post-transcripcional, especifico
de genes, en muchos organismos, incluyendo vertebrados, y ha proporcionado una nueva herramienta para estudiar
la funcién génica. Se ha sugerido RNAi como un método para desarrollar una nueva clase de agentes terapéuticos.
Sin embargo, hasta la fecha, estos han permanecido mayoritariamente como sugerencias, sin prueba demostrada
de que RNAI se puede usar terapéuticamente.

La presente invencion da un paso en la técnica al proporcionar un paseo génico detallado a lo largo del gen de
VEGF y un analisis estructural detallado de modificaciones que se pueden emplear para estabilizar la molécula
frente a la degradacion e incrementar la captacion celular y seleccion de dianas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion proporciona compuestos, composiciones y métodos como se definen en las reivindicaciones y utiles
para modular la expresion de VEGF. La invencién proporciona compuestos, composiciones y métodos Uutiles para
modular la expresion de la actividad de VEGF mediante interferencia con RNA (RNAI) usando pequefias moléculas
de acidos nucleicos, tales como moléculas de RNA corto de interferencia (siRNA), RNA bicatenario (dsRNA),
microRNA (miRNA) y RNA de horquilla corto (shRNA), que caen colectivamente bajo el término general de agentes
iRNA. Los agentes iRNA pueden ser moléculas de acidos nucleicos sin modificar o quimicamente modificadas. Los
agentes iIRNA se pueden sintetizar quimicamente o expresar a partir de un vector, o se pueden sintetizar
enzimaticamente. La invencién proporciona diversos agentes iRNA sintéticos quimicamente modificados capaces de
modular la expresion o actividad del gen de VEGF en células y en mamifero mediante RNAI. El uso de un agente
iRNA quimicamente modificado puede mejorar una o mas propiedades de un agente iRNA a través de una mayor
resistencia a la degradacion, mayor especificidad para seleccionar como dianas a restos, captacién celular
mejorada, y similar.

Se describe un agente iRNA que reduce la expresion de un gen de VEGF. El gen de VEGF puede incluir una
secuencia codificante de VEGF y/o secuencias reguladoras de VEGF, tales como pueden existir 5’ 0 3' de un marco
de lectura abierto (ORF) de VEGF.

En una realizacion, la invencién proporciona un agente iRNA aislado, como se define en las reivindicaciones, y que
incluye una secuencia sentido y antisentido, en el que las secuencias sentido y antisentido pueden formar un duplex
de RNA. En particular, la invencién proporciona un agente iRNA aislado, que comprende una secuencia sentido y
una secuencia antisentido, en el que las secuencias sentido y antisentido forman un duplex de RNA, y en el que la
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secuencia antisentido comprende una secuencia nucleotidica suficientemente complementaria a una secuencia
diana de alrededor de 19 a 23 nucledtidos de una secuencia nucleotidica de VEGF, y en el que dicha secuencia
diana difiere en no mas de 1, 2 6 3 nucledtidos de la secuencia de SEC ID NO: 344. La secuencia sentido puede
incluir una secuencia nucleotidica que es idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia diana de alrededor de
19 a 23 nucledtidos de una secuencia de VEGF. Se describe que la secuencia de VEGF que se selecciona como
diana incluye la secuencia de una cualquiera de SEC ID NOs:2-401 (véase Tabla 1).

La secuencia sentido del agente iRNA descrito puede incluir una secuencia idéntica o sustancialmente idéntica a
cualquiera de las secuencias dianas de VEGF, por ejemplo sustancialmente idéntica a cualquiera de las secuencias
sentido proporcionadas en la Tabla 1, SEC ID NOs:2-401. La secuencia antisentido del agente iRNA puede incluir
una secuencia complementaria a o sustancialmente complementaria a cualquiera de las secuencias dianas, por
ejemplo complementaria a cualquiera de SEC ID NOs:2-401. Por “sustancialmente idéntica” se quiere decir que el
desemparejamiento entre las secuencias nucleotidicas es menor que 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, o 1%.
Preferiblemente, no mas de 1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos difieren entre la secuencia diana y la secuencia sentido.
Ademas, las secuencias que son “complementarias” entre si (por ejemplo, secuencias sentido y antisentido) pueden
ser completamente complementarias, o pueden tener no mas de 1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos que carecen de
complementariedad total.

Los pares sentido y antisentido de las secuencias de un agente iRNA pueden incluir uno cualquiera de los agentes
proporcionados en la Tabla 2, o una secuencia que difiere en la hebra sentido de la secuencia citada en no mas de
1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos, y en la hebra antisentido en no mas de 1, 2, 3, 4 6 5 nucleétidos, o en ambas hebras en no
mas de 1, 2, 3, 4 6 5 nucledtidos.

En una realizacion preferida, las secuencias sentido de un agente iRNA incluyen las secuencias SEC ID NO:608, o
una secuencia que difiere de la secuencia citada en no mas de 1, 2, o nucledtidos.

La secuencia antisentido del agente iRNA descrito puede incluir una secuencia totalmente complementaria o
sustancialmente complementaria a cualquiera de las secuencias dianas de VEGF, por ejemplo complementaria o
sustancialmente complementaria a cualquiera de SEC ID NOs:2-401.

La secuencia antisentido del agente iRNA descrito incluye una secuencia seleccionada del grupo que consiste en
cualquiera de las secuencias antisentido proporcionadas en la Tabla 2, o una secuencia que difiere de la secuencia
citada en no mas de 1, 2, 3, 4 6 5 nucleétidos. Esta secuencia antisentido puede ser completamente complementaria
a una secuencia sentido, o tiene no mas de 1, 2, 3, 4 6 5 nucleétidos desemparejados con la secuencia sentido.

En una realizacion preferida, la secuencia antisentido de un agente iRNA incluye la secuencia SEC ID NO:609, o
una secuencia que difiere de la secuencia citada en no mas de 1, 2, o nucledtidos.

En otra realizacion, el agente iRNA esta quimicamente modificado. Por ejemplo, el agente iRNA puede incluir un
resto no nucleotidico. Una modificacion quimica u otro resto no nucleotidico puede estabilizar las secuencias sentido
y antisentido frente a la degradacion nucleolitica. Adicionalmente, se pueden usar conjugados para incrementar la
captacién y seleccionar como diana la captacion del agente iRNA hacia tipos celulares particulares. Las
modificaciones preferidas incluyen aquellas proporcionadas especificamente en los Ejemplos, Tablas 6-19.

En otra realizacion, el agente iRNA incluye un saliente en 3’ que oscila de 1 a alrededor de 6 nucleétidos. Como se
usa aqui, un “saliente en 3" se refiere a al menos un nucleétido no emparejado que se extiende desde el extremo 3’
de una secuencia de iRNA. El saliente en 3’ puede incluir ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos, o ribonucleétidos
modificados o desoxirribonucleétidos modificados. El saliente en 3’ tiene preferiblemente una longitud de 1 a
alrededor de 5 nucledtidos, mas preferiblemente una longitud de 1 a alrededor de 4 nucledtidos, y lo mas preferible
una longitud de alrededor de 2 a alrededor de 4 nucleétidos. El saliente en 3’ se puede producir en la secuencia
sentido o antisentido, 0 en ambas secuencias de un agente iRNA.

El agente iRNA puede incluir una secuencia antisentido que tiene 23 nucleétidos complementarios a la secuencia de
VEGEF diana, y una secuencia sentido que tiene al menos 21 nucleétidos. Cada secuencia puede incluir al menos 21
nucledtidos que son complementarios entre si, y al menos la secuencia antisentido puede tener un saliente en 3’ de
dos nucledtidos.

En una realizacién, tanto las secuencias sentido como antisentido del agente iRNA incluye un saliente en 3’, cuya
longitud puede ser igual o diferente para cada secuencia. En una realizacion, el saliente en 3’ en cada secuencia
oscila desde una longitud de 1 hasta alrededor de 6 (por ejemplo, de 1 a alrededor de 3) nucleétidos. El saliente en
3’ puede estar en ambas secuencias del agente iRNA, y tiene una longitud de dos nucleétidos. El saliente en 3’
puede estar en ambas secuencias del agente iRNA, y los salientes en 3’ incluyen dos restos de acido timidilico
(“TT).

Un agente iRNA puede incluir una secuencia antisentido que tiene alrededor de 19 a 25 (por ejemplo, alrededor de
19, 20, 21, 22, 23, 24, 6 25) nucledtidos con complementariedad con una secuencia de RNA que codifica una
proteina de VEGF. El agente iRNA puede incluir ademas una secuencia sentido que tiene alrededor de 19 a 25 (por
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ejemplo, alrededor de 19, 20, 21, 22, 23, 24, 6 25) nucledtidos, y las secuencias antisentido y sentido pueden tener
secuencias nucleotidicas distintas con al menos alrededor de 19, 20 6 21 nucleétidos complementarios.

Un agente iRNA puede incluir una regiéon antisentido que tiene alrededor de 19 a alrededor de 25 (por ejemplo,
alrededor de 19 a alrededor de 23) nucleétidos con complementariedad con una secuencia de RNA que codifica
VEGF, y una region sentido que tiene alrededor de 19 a 25 (por ejemplo, alrededor de 19 a alrededor de 23)
nucledtidos. Las regiones sentido y antisentido se pueden incluir en una molécula lineal con al menos alrededor de
19 nucledtidos complementarios. La secuencia sentido puede incluir una secuencia nucleotidica que es
sustancialmente idéntica a una secuencia nucleotidica de VEGF.

El agente iRNA puede incluir una secuencia antisentido de alrededor de 21 nucledtidos complementaria a la
secuencia diana de VEGF, y una secuencia sentido de alrededor de 21 nucledtidos complementaria a la secuencia
antisentido. El agente iRNA puede incluir un resto no nucleotidico. En una realizacién, la secuencia sentido o
antisentido del agente iRNA puede incluir un nucleétido de 2’-O-metil (2'-OMe) pirimidina, un nucleétido 2’-desoxi
(por ejemplo, desoxi-citodina), un nucleétido de 2’-desoxi-2’-fluoro (2'-F) pirimidina, un nucleétido 2’-O-metoxietilo
(2-O-MOE), 2’-O-aminopropilo (2'-O-AP), 2’-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA), 2’-O-dimetilaminoetiloxietilo (2’-
DMAEOE), 2’-O-dimetilaminoetilo (2’-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropilo (2’-O-AP), un nucleétido 2’-hidroxi, o un
nucledtido 2’-ara-fluoro, o un acido nucleico bloqueado (LNA), acido nucleico alargado (ENA), acido nucleico de
hexosa (HNA), acido nucleico ciclohexénico (CeNA), ribo-diflorotoluilo, 5-alilamino-pirimidinas, o pirimidinas 5-Me-2’-
modificadas. Una modificacion en 2’ es preferiblemente una modificacion 2’-OMe, y mas preferiblemente una
modificacion 2’-fluoro. En una realizacién preferida, uno o mas nucleétidos modificados en 2’ estan en la hebra
sentido del agente iRNA.

Un agente iRNA puede incluir modificacion de nucleobases, tal como una modificaciéon catidnica, tal como una
modificacion cationica 3’-abasica. La modificacion catidénica puede ser, por ejemplo, un alquilamino-dT (por ejemplo,
un amino C6-dT), un conjugado alilaminico, un conjugado de pirrolidina, un ftalamido, un conjugado de
hidroxiprolinol o un conjugado de aminooxi, en uno o mas de los nucledtidos terminales del agente iRNA. Un
conjugado alquilamino-dT esta preferiblemente unido al extremo 3’ de la hebra sentido o antisentido de un agente
iRNA. Un enlazador pirrolidinico esta unido preferiblemente al extremo 3’ 0 5’ de la hebra sentido, o al extremo 3’ de
la hebra antisentido. Una alil amina uridina esta preferiblemente en el extremo 3’ 0 5’ de la hebra sentido, y no en el
extremo 5’ de la hebra antisentido. Un conjugado aminooxi se puede unir a un hidroxil prolinol, y en el extremo 3’ 0 &’
de las hebras sentido o antisentido.

Un agente iRNA que tiene como diana a VEGF puede incluir un conjugado, por ejemplo, para facilitar la entrada en
una célula o inhibir la escision exo- o endonucleolitica. El conjugado puede ser, por ejemplo, un lipofilo, un terpeno,
un agente de unién de proteina, una vitamina, un hidrato de carbono, un retinoide o un péptido. Por ejemplo, el
conjugado puede ser naproxeno, nitroindol (u otro conjugado que contribuye a apilar interacciones), folato,
ibuprofeno, retinol o un enlazador pirimidinico C5. En otras realizaciones, los conjugados son conjugados lipidicos
de glicéridos (por ejemplo derivados de dialquil glicéridos), conjugados de vitamina E, o tiocolesteroles.
Preferiblemente, los conjugados estan en el extremo 3’ de la hebra antisentido, o en el extremo 5 0 3’ de la hebra
sentido, y preferiblemente los conjugados no estan en el extremo 3’ de la hebra antisentido y en el extremo 3’ de la
hebra sentido.

En una realizacion, el conjugado es naproxeno, y el conjugado esta preferiblemente en el extremo 5 o 3’ de las
hebras sentido o antisentido. En una realizacion, el conjugado es colesterol o tiocolesterol, y el conjugado esta
preferiblemente en el extremo 5’ 0 3’ de la hebra sentido y no esta presente preferiblemente en la hebra antisentido.
En algunas realizaciones, el colesterol esta conjugado al agente iRNA mediante un enlazador pirrolidinico, o un
enlazador de serinol, o un enlazador de hidroxiprolinol. En otra realizacion, el conjugado es acido colanico, y el acido
colanico esta unido al extremo 5’ o 3’ de la hebra sentido, o al extremo 3’ de la hebra antisentido. En una realizacion,
el acido colanico esta unido al extremo 3’ de la hebra sentido y al extremo 3’ de la hebra antisentido. En otra
realizacion, el conjugado es &cido retinol, y el acido retinol esta unido al extremo 5 o 3’ de la hebra sentido, o al
extremo 3’ de la hebra antisentido. En una realizacion, el acido retinol esta unido al extremo 3’ de la hebra sentido y
al extremo 3’ de la hebra antisentido.

En un aspecto, un agente iRNA de la invencién tiene actividad de RNAi que modula la expresion de RNA codificado
por un gen de VEGF. Los genes de VEGF pueden compartir cierto grado de identidad de secuencia entre si, y de
este modo los agentes iRNA pueden tener como diana a una clase de genes de VEGF, o, como alternativa, genes
de VEGF especificos, al seleccionar como dianas a secuencias que estan compartidas entre diferentes dianas de
VEGF o que son Unicas para una diana especifica de VEGF. Por lo tanto, en una realizacion, un agente iRNA puede
seleccionar como diana una regidon conservada de una secuencia nucleotidica de VEGF (por ejemplo, secuencia de
RNA). La regién conservada puede tener identidad de secuencia con varias secuencias diferentes relacionadas con
VEGF (por ejemplo, isoformas de VEGF diferentes, variantes de ayuste, genes mutantes, etc.). De este modo, un
agente iRNA puede tener como dianas a varias secuencias diferentes relacionadas con VEGF.

En una realizacion, un agente de iRNA esta quimicamente modificado. En otra realizacion, el agente iRNA incluye
una molécula duplex en la que una o mas secuencias de la molécula duplex estan quimicamente modificadas. Los
ejemplos no limitantes de tales modificaciones quimicas incluyen enlaces internucleotidicos de fosforotioato, 2'-
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desoxirribonucledtidos, 2’-O-metil ribonucledtidos, 2’-desoxi-2’-fluoro ribonucleotidos, nucledtidos de “bases
universales”, nucleétidos “aciclicos”, 5'-C-metil nucleétidos, y la incorporacién de restos abasicos desoxi invertidos
y/o de glicerilo terminales. Estas modificaciones quimicas, cuando se usan en agentes iRNA, pueden ayudar a
conservar la actividad de RNAi de los agentes en células, y puede incrementar la estabilidad de los agentes iRNA en
el suero.

Un agente iRNA puede incluir una o mas modificaciones quimicas, y las secuencias sentido y antisentido del RNA
bicatenario tiene una longitud de alrededor de 21 nucleétidos.

Se pueden modificar, preferiblemente mediante un fosforotioato, el primer y preferiblemente los primeros dos
enlaces internucleotidicos en el extremo 5 de las secuencias antisentido y/o sentido. Se pueden modificar,
preferiblemente mediante un fosforotioato, el primer, y preferiblemente los primeros dos, tres o cuatro enlaces
internucleotidicos en el extremo 3’ de una secuencia sentido y/o antisentido. Mas preferiblemente, el extremo 5’
tanto de las secuencias sentido como antisentido, y el extremo 3’ tanto de la secuencia sentido como antisentido se
modifican como se describe.

Un agente iRNA que media la disminucién de la expresion de VEGF puede incluir una o mas modificaciones
quimicas que modulan la afinidad de unién entre las secuencias sentido y antisentido del constructo de iRNA.

Un agente iRNA puede incluir una o mas modificaciones quimicas que pueden modular la captacion celular del
agente iRNA.

Un agente iRNA puede incluir una o mas modificaciones quimicas que mejoran la farmacocinética del agente iRNA.
Tales modificaciones quimicas incluyen, pero no se limitan a, conjugados, tales como ligandos para receptores
celulares, por ejemplo, péptidos derivados de ligandos proteicos de origen natural; secuencias de localizacion de
proteinas; anticuerpos; aptameros de acidos nucleicos; vitaminas y otros cofactores, tales como folato, retinoides y
N-acetilgalactosamina; polimeros, tales como polietilenglicol (PEG, por ejemplo PEG 5 y PEG20); fosfolipidos;
poliaminas, tales como espermina o espermidina; y otros.

El agente iRNA puede incluir una molécula duplex seleccionada del grupo que consiste en AL-DP-4003, AL-DP-
4116, AL-DP-4015, AL-DP-4120, AL-DP-4002, AL-DP-4115, AL-DP-4014, AL-DP-4119, AL-DP-4094, AL-DP-4118,
ALDP-4107, AL-DP-4122, AL-DP-4004, AL-DP-4117, AL-DP-4016, AL-DP-4121, AL-DP-4127, AL-DP-4128, AL-DP-
4129, y AL-DP-4055 (véanse las Tablas 2 y 3).

En una realizacion preferida, el agente iRNA incluye un duplex descrito como AL-DP-4094, que incluye la secuencia
antisentido 5 AAGCUCAUCUCUCC'UAUGUGCUG 3 (SEC ID NO:609) y Ila secuencia sentido 5
GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU 3’ (SEC ID NO:608).

También se describe un agente iRNA que incluye un duplex descrito como AL-DP-4004, que incluye la secuencia
sentido 5’CUUUCUUUGGUCUGCAUUCACAU 3 (SEC ID NO:635) y la secuencia sentido 5
GUGAAUGCAGACCAAAGAAAG 3’ (SEC ID NO:634), un agente iRNA que incluye un duplex descrito como AL-DP-
4015, que incluye la secuencia antisentido 5 GUACUCCUGGAAGAUGUCCTT 3’ (SEC ID NO:551) y la secuencia
sentido 5° GGACAUCUUCCAGGAGUACTT 3 (SEC ID NO:550), y el agente iRNA que incluye un duplex descrito
como AL-DP-4055, que incluye la secuencia antisentido 5 UGCAGCCUGGGACCACUUGTT 3’ (SEC ID NO:457) y
la secuencia sentido 5 CAAGUGGUCCCAGGCUGCATT 3’ (SEC ID NO:456).

La secuencia antisentido de un agente iRNA descrito aqui puede no hibridarse a una secuencia fuera de diana. Por
ejemplo, la secuencia antisentido puede tener menos de 5, 4, 3, 2 6 1 nucledtido complementario a una secuencia
fuera de diana. Por “fuera de diana” se quiere decir una secuencia distinta de una secuencia nucleotidica de VEGF.

La hebra sentido se puede modificar para inhibir el silenciamiento fuera de diana. La hebra sentido puede incluir un
resto de colesterol, tal como colesterol unido a la hebra sentido mediante un enlazador de pirrolidina.

La secuencia antisentido de un agente iRNA descrito aqui se puede hibridar a una secuencia de VEGF en un ser
humano y a una secuencia de VEGF en un mamifero no humano, por ejemplo un ratén, rata, o mono.

También se describe un método para suministrar un agente iRNA, por efemplo un agente iRNA descrito aqui, al ojo
de un sujeto, por ejemplo a un sujeto mamifero, tal como un ratén, una rata, un mono o un ser humano.

También se describe aqui un método para suministrar un agente iRNA al ojo de un sujeto, por gjemplo un sujeto
mamifero, tal como un ratén, una rata, un mono o un ser humano.

El agente iRNA se puede suministrar a una célula o células en una regién coroidea del ojo. El agente iRNA puede
reducir la expresion del gen de VEGF en un sitio diana en el ojo. Un agente iRNA suministrado al ojo, por ejemplo
células coroides del ojo, puede ser un agente iRNA sin modificar.

El agente iRNA se puede estabilizar con enlaces de fosforotioato. El extremo 3’ de las secuencias sentido o
antisentido, o de ambas, del agente iRNA se puede modificar con un grupo catiénico, tal como una modificacion
catidnica basica en 3. La modificaciéon catiénica puede ser, por ejemplo, un alquilamino-dT (por ejemplo un C6
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amino-dT), una alilamina, una pirrolidina, un ftalimido, un hidroxiprolinol, una poliamina, un péptido catiénico, o un
aminoacido catiénico en uno o mas de los nucledtidos terminales del agente iRNA. La modificacion puede ser un
resto catidnico externo o terminal. En realizaciones preferidas, se une una pirrolidina protectora para tapar el
extremo 3’ 0 5’ de la hebra sentido, o el extremo 3’ de la hebra antisentido.

La secuencia sentido o antisentido, o0 ambas, del agente iRNA se puede modificar con un azulcar, por ejemplo un
glucoconjugado o un componente alquilglucosidico, por ejemplo, glucosa, manosa, 2-desoxi-glucosa, o un analogo
del mismo. En otra realizacion, el agente iRNA se puede conjugar a un sustrato enzimatico, por efemplo un sustrato
para el que la enzima relativa esta presente en una cantidad mayor, en comparacion con el nivel enzimatico en otros
tejidos del cuerpo, por ejemplo en tejidos distintos del ojo.

Al menos alrededor de 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o mas del agente iRNA administrado al sujeto puede
alcanzar al ojo. Entre alrededor de 30-90%, 40-80% o 50-70% del agente iRNA administrado al sujeto puede
alcanzar al ojo.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion, por ejemplo una composicion farmacéutica que incluye
un agente iRNA de la presente invencién en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. El agente iRNA
puede ser cualquier agente descrito aqui. En otra realizacion, el agente iRNA esta modificado quimicamente, tal
como con cualquier modificacion quimica descrita aqui. Los agentes iIRNA modificados incluyen aquellos
proporcionados en las Tablas 2-19.

Se describe un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccidon en un sujeto. El método puede incluir
administrar al sujeto una composicion de la invencion en condiciones adecuadas para el tratamiento o prevencion de
la enfermedad o afeccidn en un sujeto, sola o juntamente con uno o0 mas compuestos terapéuticos adicionales.

El agente iRNA se puede administrar en o cerca del sitio de la expresién indeseada de VEGF, por ejemplo mediante
un catéter u otro dispositivo de colocacién (por ejemplo, un pelete retiniano o un implante que incluye un material
poroso, no poroso, o gelatinoso). El agente iRNA se puede administrar via un implante intraocular, que se puede
insertar, por ejemplo, en una camara anterior o posterior del 0jo; o en la esclera, espacio transcoroidal, o una region
avascularizada exterior al vitreo. El implante se puede colocar sobre una region avascular, tal como sobre la esclera,
para permitir la difusion transcleral del farmaco al sitio deseado de tratamiento, por ejemplo al espacio intraocular y
macula del ojo. Ademas, el sitio de difusion transcleral esta preferiblemente préoximo a la macula.

Un agente iRNA se puede administrar al ojo mediante inyeccién, por ejemplo mediante inyeccién intraocular,
retiniana o subretiniana.

Un agente iRNA se puede administrar tépicamente al ojo, tal como mediante un parche o colirios liquidos, o
mediante iontoforesis. Los unglientos o liquidos en gotas se pueden suministrar mediante sistemas de suministro
ocular conocidos en la técnica, tales como aplicadores o goteros para colirios.

Un iRNA se puede suministrar en o cerca de un sitio de neovascularizacion.

Un agente iRNA se puede administrar repetidamente. La administracion de un agente iRNA se puede llevar a cabo a
lo largo de un intervalo de periodos de tiempo. Se puede administrar horariamente, diariamente, una vez cada pocos
dias, semanalmente, o mensualmente. El tiempo de administraciéon puede variar de un paciente a otro, dependiendo
de factores tales como la gravedad de los sintomas del paciente. Por ejemplo, se puede administrar una dosis eficaz
de un agente iRNA a un paciente una vez al mes durante un periodo de tiempo indefinido, o hasta que el paciente ya
no requiere terapia. Ademas, se pueden usar composiciones de liberacién sostenida que contienen un agente iRNA
para mantener una dosis relativamente constante en el area de las secuencias nucleotidicas diana de VEGF.

Un agente iRNA se puede suministrar al ojo en una dosis del orden de alrededor de 0,00001 mg a alrededor de 3 mg
por o0jo, o preferiblemente alrededor de 0,0001-0,001 mg por ojo, alrededor de 0,03-3,0 mg por ojo, alrededor de 0,1-
3,0 mg por ojo, o alrededor de 0,3-3,0 mg por ojo.

Un agente iRNA se puede administrar profilacticamente, tal como para prevenir o ralentizar el comienzo de una
enfermedad o afeccion que afecta al ojo. Por ejemplo, un iRNA se puede administrar a un paciente que es
susceptible a o de otro modo tiene riesgo de trastorno neovascular.

Un ojo de un ser humano se puede tratar con un agente iRNA descrito aqui, y en otra realizacién se tratan los dos
ojos de un ser humano.

Se describe un método para inhibir la expresién de VEGF. Tal método incluye administrar una cantidad eficaz de un
agente iRNA de la presente invencion.

Se describe un método para tratar degeneracion macular de comienzo en el adulto. EI método incluye administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente iRNA de la presente invencion.

En una realizacion, un ser humano ha sido diagnosticado con degeneracién macular del adulto (AMD) seca, y en
otra realizacién, el ser humano se ha diagnosticado con AMD humeda.
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Un ser humano tratado con un agente iRNA descrito aqui puede tener alrededor de 50 afios de edad, por ejemplo
entre las edades de 75 y 80 afios, y el ser humano ha sido diagnosticado con degeneraciéon macular de comienzo en
el adulto. Un ser humano tratado con un agente iRNA descrito aqui puede tener edades entre 30 y 50 afios, y el ser
humano ha sido diagnosticado con degeneracion macular de comienzo tardio. Un ser humano tratado con un agente
iRNA descrito aqui puede tener edades entre 5 y 20 afios, y el ser humano ha sido diagnosticado con degeneracion
macular de comienzo medio. Un ser humano tratado con un agente iRNA descrito aqui puede tener 7 afios de edad
0 mas joven, y el ser humano ha sido diagnosticado con degeneracién macular de comienzo temprano.

Se describen métodos para tratar cualquier enfermedad o trastorno caracterizado por la expresion indeseada de
VEGF. Realizaciones particularmente preferidas incluyen el tratamiento de trastornos del ojo o de la retina, que se
caracterizan por la expresién indeseada de VEGF. La enfermedad o trastorno puede ser una retinopatia diabética,
glaucoma neovascular, un tumor o cancer metastasico (por ejemplo, cancer de colon o de mama), una enfermedad
pulmonar (por ejemplo, asma o bronquitis), artritis reumatoide, o psoriasis. Otros trastornos angiogénicos pueden ser
tratados mediante los métodos expuestos en la invencién.

Se describe también un kit que contiene un agente iRNA de la invencion.

El agente iRNA del kit puede estar quimicamente modificado, y puede ser util para modular la expresién de un gen
diana de VEGF en una célula, tejido u organismo. El kit puede contener mas de un agente iRNA de la invencion.

Excepto que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo
significado que el que se entiende normalmente por una persona experta normal en la técnica a la que pertenece
esta invencion. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos aqui en la
practica o el ensayo de la presente invencidon, mas abajo se describen métodos y materiales utiles. Los materiales,
métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 es la secuencia nucleotidica del mRNA de la forma de 121 aminoacidos del factor de
crecimiento endotelial vascular, VEGF121. El primer nucleétido del codon iniciador es el nucleétido 1. El
péptido sefial va desde el nucledtido 1 al 78.

La FIGURA 2 es una representacion grafica de un analisis comparativo de las actividades de siRNAs con un
solo saliente y con dos salientes en ensayos in vitro en células HelLa. Las lineas continuas con simbolos
negros representan el siRNA con un solo saliente, las lineas continuas con simbolos en blanco representan
los siRNAs con dos salientes; las lineas discontinuas representan los siRNAs de control. El hVEGF del siRNA
de control se describe en Reich et al. (Mol. Vis. 9:210, 2003); el hrmVEGF del siRNA de control se describe
en Filleur et al. (Cancer Res. 63:3919, 2003). “L2000” se refiere al reactivo Lipofectamina 2000. La expresion
de hVEGF (eje y) se refiere a la expresion de VEGF endogena.

La FIGURA 3 es una representacion grafica de un analisis comparativo de las actividades de siRNAs con un
solo saliente y con dos salientes en células ARPE-19. Las lineas continuas con simbolos negros representan
el siRNA con un solo saliente; las lineas continuas con simbolos en blanco representan los siRNAs con dos
salientes; las lineas discontinuas representan los siRNAs de control. EIl hVEGF del siRNA de control se
describe en Reich et al. (Mol. Vis. 9:210, 2003); el hrmVEGF del siRNA de control se describe en Filleur et al.
(mas arriba). “L2000” se refiere al reactivo Lipofectamina 2000. La expresion de hVEGF (eje y) se refiere a la
expresion de VEGF enddgena.

La FIGURA 4 es una representacion grafica de un andlisis comparativo de las actividades de siRNAs en
células HelLa de siRNAs con un solo saliente con sus siRNAs romos analogos, en los que el nimero de
nucleotidos emparejados por bases es 21. El hVEGF del siRNA de control se describe en Reich et al. (Mol.
Vis. 9:210, 2003); el hrmVEGF del siRNA de control se describe en Filleur et al. (mas arriba). “L2000” se
refiere al reactivo Lipofectamina 2000. La expresion de hVEGF (eje y) se refiere a la expresion de VEGF
enddgena.

La FIGURA 5 es una representacion grafica de un andlisis comparativo de las actividades de siRNAs en
células HeLa de siRNAs con dos salientes con sus siRNAs romos analogos, en los que el numero de
nucleotidos emparejados por bases es 19. El hVEGF del siRNA de control se describe en Reich et al. El
hrmVEGF del siRNA de control se describe en Filleur et al. (mas arriba). “L2000” se refiere al reactivo
Lipofectamina 2000. La expresion de hVEGF (eje y) se refiere a la expresion de VEGF enddgena.

La FIGURA 6A es una representacion grafica de las actividades de siRNAs con un solo saliente y con dos
salientes que tienen como dianas a ORF 319 (SEC ID NO:320) (AL-DP-4002 y AL-DP-4014,
respectivamente) y ORF 343 (SEC ID NO:344) (AL-DP-4094 y AL-DP-4107, respectivamente) en células con
oxigeno normal (normoxia, 20% de oxigeno).

La FIGURA 6B es una representacion grafica de las actividades de siRNAs con un solo saliente y con dos
salientes que tienen como dianas a ORF 319 (SEC ID NO:320) (AL-DP-4002 y AL-DP-4014,
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respectivamente) y ORF 343 (SEC ID NO:344) (AL-DP-4094 y AL-DP-4107, respectivamente) en células en
condiciones hipoxicas (1% de oxigeno).

La FIGURA 6C es una representacion grafica de las actividades de siRNAs con un solo saliente y con dos
salientes que tienen como dianas a ORF 319 (SEC ID NO:320) (AL-DP-4002 y AL-DP-4014,
respectivamente) y ORF 343 (SEC ID NO:344) (AL-DP-4094 y AL-DP-4107, respectivamente) en células en
condiciones hipdxicas (130 uM de defoxamina).

La FIGURA 7 es una representacion grafica de las actividades comparativas de siRNA sin modificar con dos
salientes (AL-DP-4014) y siRNAs modificados con fosforotioato (AL-DP-4127, AL-DP-4128, AL-DP-4129) que
tienen como dianas a ORF 319 (SEC ID NO:320) en células HelLa. El hVEGF del siRNA de control se
describe en Reich et al. (mas arriba); el hrmVEGF del siRNA de control se describe en Filleur et al. (mas
arriba). “L2000” se refiere al reactivo Lipofectamina 2000. La expresion de hVEGF (eje y) se refiere a la
expresion de VEGF endoégena.

La FIGURA 8A es una representacion grafica de las actividades de siRNAs que tienen como diana a ORF
319 (SEC ID NO:320) (AL-DP-4014 y AL-DP-4127) y una version mutada AL-DP-4140 (Tabla 5) en células en
condiciones normales de oxigeno normoxia, 20% de oxigeno). El siRNA de control Cand5 es idéntico al
control de hVEGF de la FIGURA 7, y se describe en Reich et al. (mas arriba). “L2000” se refiere al reactivo
Lipofectamina 2000. La expresiéon de VEGF (eje y) se refiere a la expresion de VEGF enddgena.

La FIGURA 8B es una representacion grafica de las actividades de siRNA que tiene como diana a ORF 319
(SEC ID NO:320) (AL-DP-4014 y AL-DP-4127) y una version mutada AL-DP-4140 (Tabla 5) en células en
condiciones normales o hipoxicas (hipoxia, 1% de oxigeno). Los siRNAs de control se describen para la
FIGURA 8A.

Las FIGURAS 9A-9E son representaciones graficas de las actividades de siRNAs que tienen la secuencia de
AL-DP-4094 pero que difieren en la inclusiéon de modificaciones nucleotidicas (véase la Tabla 4). Figura 9A:
hebras sentido descritas como SEC ID NO: 652, y hebras antisentido descritas como SEC ID NOS 653-658,
respectivamente, en orden de aparicion. Figura 9B: hebras sentido descritas como SEC ID NO: 659, y hebras
antisentido descritas como SEC ID NOS 653-658, respectivamente, en orden de aparicion. Figura 9C: hebras
sentido descritas como SEC ID NO: 660, y hebras antisentido descritas como SEC ID NOS 653-658,
respectivamente, en orden de aparicion. Figura 9D: hebras sentido descritas como SEC ID NO: 661, y hebras
antisentido descritas como SEC ID NOS 653-658, respectivamente, en orden de aparicion. Figura 9E: hebras
sentido descritas como SEC ID NOS: 662-665, 652, 652 y 652, y hebras antisentido descritas como SEC ID
NOS 653, 653, 653, 653 y 666-668, respectivamente, en orden de aparicion. El siRNA de control “Acuity” es
idéntico al control Cand5 de la FIGURA 8A, y el control de hVEGF de la FIGURA. 7. El siRNA de control
“Filleur” es el equivalente del siRNA de control de hrmVEGF de la FIGURA 7.

La FIGURA 10 es una representacion grafica de la actividad de silenciamiento de siRNA in vitro en células
Hela.

La FIGURA 11 es un barrido de RP-HPLC de siRNA AL-DP-4094 tras la incubacién en suero humano.

La FIGURA 12 es un resumen del cartografiado del fragmento de AL-DP-4094 segun se determina mediante
LC/MS. El andlisis se llevd a cabo tras la incubacion del siRNA en suero humano (SEC ID NOs: 608-609,
1080-1082, 1082-1083, 608, 611, 611 y 1084, respectivamente, en orden de aparicion).

Las FIGURAS 13-29 son graficas de la actividad de silenciamiento de siRNAs modificados con 2’-O-metilo y/o
2’-fluoro in vitro en células HelLa (Tabla 6).

La FIGURA 30 son graficas de la actividad de silenciamiento de siRNAs modificados con 2’-O-metilo y/o 2’-
fluoro alternos in vitro en células HelLa (Tabla 7).

Las FIGURAS 31-33 son graficas de la actividad de silenciamiento de siRNAs conjugados con colesterol y
acido colénico in vitro en células HelLa (Tabla 8).

La FIGURA 34 es una grafica de la actividad de silenciamiento de siRNAs conjugados con naproxeno in vitro
en células Hela (Tabla 9).

La FIGURA 35 es una grafica de la actividad de silenciamiento de siRNAs conjugados con biotina in vitro en
células HelLa (Tabla 10).

La FIGURA 36 es una grafica de la actividad de silenciamiento de siRNAs conjugados con 5’-retinal in vitro en
células HelLa (Tabla 11).

La FIGURA 37 es una grafica de la actividad de silenciamiento de siRNAs modificados con ribo-difluorotoluilo
in vitro en células HelLa (Tabla 13).
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La FIGURA 38 es una grafica de la actividad de silenciamiento de siRNAs modificados con 2’arafluoro-2’-
desoxi-nucledsido in vitro en células HelLa (Tabla 14).

FIGURA 39: Soportes de 5-O-DMTr-2’-desoxi-2’-fluoro A, C, G y U CPG para la sintesis oligonucleotidica.
Estos soportes se usaron para las sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en las Tablas 6y 7.

FIGURA 40: Bloques de construccion de conjugado de colesterol y acido 5p-colanico (o colanico) para la
conjugacién a oligonucleétidos. Estos bloques de construccion se usaron para las sintesis de secuencias
seleccionadas enunciadas en la Tabla 8.

FIGURA 41: Bloques de construccién de Mec y Mey RNA para la sintesis oligonucleotidica. Estos bloques de
construccion se usaron para las sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en la Tabla 8.

FIGURA 42. Bloques de construccion de naproxeno-trans-4-hidroxi-L-prolinol y naproxeno-serinol para la
conjugacion a oligonucleétidos. Estos bloques de construccion se usaron para la sintesis de secuencias
seleccionadas enunciadas en la Tabla 9.

FIGURA 43. Bloques de construccion de biotina-trans-4-hidroxi-L-prolinol y biotina-serinol para la conjugacion
a oligonucleétidos. Estos bloques de construcciéon se usaron para la sintesis de secuencias seleccionadas
enunciadas en la Tabla 10.

FIGURA 44. Bloques de construccion para la conjugacion post-sintética — enfoque oximico. Estos bloques de
construccién se usaron para la sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en la Tabla 11.

FIGURA 45. Blogues de construccidon para la conjugacion post-sintética — enfoque de éster activo. Estos
bloques de construccion se usaron para la sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en la Tabla 12.

FIGURA 46. DFT amidito y CPG para la sintesis oligonucleotidica. Estos bloques de construccién se usaron
para la sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en la Tabla 13.

FIGURA 47. 2’-Desoxi-2’-araf amidito para la sintesis oligonucleotidica. Estos bloques de construccion se
usaron para la sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en la Tabla 14.

FIGURA 48. P-metilfosforamidito de *“°U y ribo C(NAC). Estos bloques de construccion se usaron para la
sintesis de secuencias seleccionadas enunciadas en la Tabla 15.

FIGURA 49. C5-aminoalil U amidito. Estos bloques de construcciéon se usaron para la sintesis de secuencias
seleccionadas enunciadas en la Tabla 16.

FIGURA 50. Bloques de construccion del conjugado con tiocolesterol.

BREVE DESCRIPCION DE LAS TABLAS

La Tabla 1 proporciona las secuencias en el gen de VEGF que son seleccionadas como dianas por los
agentes de la presente invencion. Estas secuencias también pueden ser la hebra sentido de algunos de los
agentes iRNA de la presente invencion.

La Tabla 2 proporciona 123 duplex de iRNA que tienen como diana al gen de VEGF, la secuencia diana en el
gen de VEGF y datos de actividad que se describen en los Ejemplos.

La Tabla 3 proporciona duplex de iRNA que se modifican para contener estabilizaciones de fosforotioato y
datos de actividad que se describen en los Ejemplos.

La Tabla 4 proporciona duplex de iRNA basados en el duplex de AL-DP-4094 que se modifican para la
estabilizacién, y datos de actividad que se describen en los Ejemplos.

La Tabla 5 proporciona datos de actividad de los duplex de iRNA en células HelLa para varios agentes iRNA
de la presente invencién.

La Tabla 6 proporciona agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que contienen
una o mas modificaciones de fosforotioato, 2’-O-metilo y 2’-fluoro.

La Tabla 7 proporciona agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que contienen
modificaciones alternas de 2’-O-metilo y 2’-fluoro.

Las Tablas 8 A y B proporcionan agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que
contienen conjugados de colesterol o acido colanico.

La Tabla 9 proporciona agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que contienen
conjugados de naproxeno.
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La Tabla 10 proporciona agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que contienen
conjugados de biotina.

La Tabla 11 proporciona agentes iRNA que contienen conjugados aldehidicos, retinianos y otros retinoides.
La Tabla 12 proporciona agentes iRNA que contienen conjugados de polietilenglicol.

La Tabla 13 proporciona agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que contienen
modificaciones ribo-difluorotoluilicas.

La Tabla 14 proporciona agentes iRNA con datos de actividad en células HelLa para agentes que contienen
modificaciones de 2’-arafluoro-2’-desoxi-nucledsido.

La Tabla 15 proporciona agentes iRNA que contienen modificaciones de metilfosfonato.
La Tabla 16 proporciona agentes iRNA que contienen modificaciones C5 alilaminicas.

La Tabla 17 proporciona agentes iRNA que contienen una variedad y combinaciones de las modificaciones
como se sefalan en la Tabla.

La Tabla 18 proporciona la caracterizacion fisica de agentes iIRNA que contienen una variedad y
combinaciones de las modificaciones como se sefialan en la Tabla.

DESCRIPCION DETALLADA

(dsRNA) bicatenario dirige el silenciamiento de mRNA especifico de secuencias a través de un procedimiento
conocido como interferencia de RNA (RNAI). El procedimiento se produce en una amplia variedad de organismos,
incluyendo mamiferos y otros vertebrados.

Se ha demostrado que fragmentos de 21-23 nt de dsRNA son mediadores especificos de secuencias del
silenciamiento de RNA, por ejemplo provocando una degradacion del RNA. Aunque no se desea estar atado por la
teoria, puede ser que una sefial molecular, que puede ser simplemente la longitud especifica de los fragmentos,
presente en estos fragmentos de 21-23 nt, reclute factores celulares que median RNAI. Se describen aqui métodos
para preparar y administrar estos fragmentos de 21-23 nt, y otros agentes iRNAs, y su uso para inactivar
especificamente la funcidon génica. El uso de agentes iRNA u oligonucleétidos producidos recombinantemente o
sintetizados quimicamente de la misma naturaleza o de naturaleza similar permite la seleccion como diana de
mRNAs especificos para el silenciamiento en células de mamiferos. Ademas, también se pueden usar fragmentos
de agentes dsRNA mas largos, por ejemplo, como se describe mas abajo.

Aunque, en células de mamiferos, dsRNAs largos pueden inducir la respuesta de interferén, lo que frecuentemente
es perjudicial, siRNAs no disparan la respuesta de interferon, al menos no en un grado que sea perjudicial para la
célula y el hospedante. En particular, la longitud de las secuencias sentido y antisentido en un agente iRNA puede
ser menor que 31, 30, 28, 25, 6 23 nt, por ejemplo suficientemente corta para evitar inducir una respuesta de
interferén perjudicial. De este modo, la administracion de una composicion de agentes iRNA (por ejemplo formulados
como se describe aqui) a una célula de mamifero se pude usar para silenciar la expresion de un gen diana mientras
se evita la respuesta de interferon. Ademas, el uso de una especie discreta de agente iRNA se puede usar para
seleccionar como diana de forma selectiva un alelo de un gen diana, por ejemplo en un sujeto heterocigoto para el
alelo.

La secuencia complementaria de la diana (la secuencia antisentido) de un agente iRNA, tal como un duplex iRNA,
puede tener un 5’ fosfato, y se puede utilizar ATP para mantener el resto de 5’-fosfato en el siRNA ((Nykanen et al.,
Cell 107:309, 2001); sin embargo, se ha demostrado que los agentes iRNA que carecen de un 5’-fosfato son activos
cuando se introducen de forma exdgena, sugiriendo que la 5'-fosforilacion de los constructos de siRNA se puede
producir in vivo.

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). EI VEGF, también conocido como factor de permeabilidad
vascular, es un factor de crecimiento angiogénico. VEGF es una glucoproteina homodimera de 45 kDa, que existe
en al menos tres isoformas diferentes. Las isoformas de VEGF se expresan en células endoteliales. El gen de VEGF
contiene 8 exones que expresan una isoforma proteica de 189 aminoacidos. Una isoforma de 165 aminoacidos
carece de los restos codificados por el exén 6, mientras que una isoforma de 121 aminoacidos carece de los restos
codificados por los exones 6 y 7. VEGF 145 es una isoforma que se predice que contiene 145 aminoacidos y carece
del exén 7.

VEGF puede actuar sobre células endoteliales uniéndose a un receptor de tirosina cinasa endotelial, tal como Flt-1
(VEGFR-1) o KDR/lk-1 (VEGFR-2). VEGFR-2 se expresa en células endoteliales, y esta implicado en la
diferenciacion de células endoteliales y vasculogénesis. Un tercer receptor, VEGFR3, ha sido implicado en la
linfogénesis.
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Las diversas isoformas tienen actividades biolégicas e implicaciones clinicas diferentes. Por ejemplo, VEGF145
induce angiogénesis e igualmente VEGF 189 (pero diferentemente de VEGF165) VEGF145 se une eficientemente a
la matriz extracelular mediante un mecanismo que no depende de sulfatos de heparina asociados a la matriz
extracelular. EIl mRNA que corresponde a la secuencia codificante de VEGF121 humano (numero de acceso de
Genbank AF214570, SEC ID NO:1) se muestra en la FIG. 1. VEGF presenta actividad como un mitégeno y
quimioatrayente de células endoteliales in vitro, e induce permeabilidad vascular y angiogénesis in vivo. VEGF es
segregado por una amplia variedad de tipos de células cancerosas, y promueve el crecimiento de tumores al inducir
el desarrollo de vasculatura asociada a tumores. Se ha demostrado que la inhibiciéon de la funciéon de VEGF limita
tanto el crecimiento de tumores experimentales primarios como la incidencia de metastasis en ratones
inmunocomprometidos. VEGF es también expresado a niveles anormalmente elevados en enfermedades
inflamatorias, tales como artritis reumatoide y psoriasis, y esta implicado en la inflamacion, vias respiratorias y
remodelacion vascular que se produce durante episodios asmaticos. La expresion elevada de VEGF también esta
correlacionada con varias formas de neovascularizacion ocular, que conduce a menudo a pérdida de vision grave,
incluyendo retinopatia diabética, retinopatia de premadurez, y degeneracién macular.

Agentes iRNA. Un “agente RNA”, como se usa aqui, es un RNA sin modificar, RNA modificado, o un sustituto
nucleosidico. Los ejemplos preferidos incluyen aquellos que tienen una mayor resistencia a la degradaciéon con
nucleasas que la que tienen los RNAs sin modificar. Los ejemplos preferidos incluyen aquellos que tienen una
modificaciéon de azucar en 2’, una modificacion en un saliente monocatenario, preferiblemente un saliente
monocatenario en 3’, o, particularmente si es monocatenario, una modificacion en 5° que incluye uno o mas grupos
fosfato o uno o mas analogos de un grupo fosfato.

Un “agente iRNA”, como se usa aqui, es un agente RNA que puede disminuir, o que se puede escindir en un agente
RNA que puede disminuir, la expresion de un gen diana, preferiblemente un RNA diana endégeno o patdgeno.
Aunque no se desea estar atado por la teoria, un agente iRNA puede actuar mediante uno 0 mas de un nimero de
mecanismos, incluyendo escision post-transcripcional de un mRNA diana, algunas veces denominada en la técnica
como RNAI, o mecanismos pretranscripcionales o pretraduccionales. Un agente iRNA puede incluir una sola hebra,
0 puede incluir mas de una hebra, por ejemplo puede ser un agente iRNA bicatenario. Si el agente iRNA es
monocatenario, se prefiere particularmente que incluya una modificacion en 5’ que incluya uno o mas grupos fosfato
0 uno o0 mas analogos de un grupo fosfato.

El agente iRNA deberia incluir una region de suficiente homologia con el gen diana, y tener una longitud suficiente
en términos de nucledtidos, de manera que el agente iRNA, o un fragmento del mismo, pueda mediar una
disminucion del gen diana. (Para facilidad de exposicion, el término nucledtido o ribonucleétido se usa algunas veces
aqui en referencia a una o mas subunidades monémeras de un agente RNA. Se entendera aqui que el uso del
término “ribonucledtido” o “nucledétido” puede referirse aqui también, en el caso de un RNA modificado o un sustituto
nucleotidico, a un nucleétido modificado, o un resto de sustitucién suplente en una o mas posiciones). De este
modo, el agente iRNA es o incluye una regiéon que es al menos parcialmente, y en algunas realizaciones totalmente,
complementaria al RNA diana. No es necesario que haya una complementariedad perfecta entre el agente iRNA y la
diana, pero la correspondencia debe ser suficiente para permitir que el agente iRNA, o un producto de escision del
mismo, dirija el silenciamiento especifico de secuencias, por ejemplo mediante escision por RNAi del RNA diana, por
ejemplo mRNA.

La complementariedad, o grado de homologia con la hebra diana, es muy critica en la hebra antisentido. Aunque se
desea a menudo la complementariedad prefecta, particularmente en la hebra antisentido, algunas realizaciones
pueden incluir, particularmente en la hebra antisentido, uno o mas, pero preferiblemente 6, 5, 4, 3, 2 0 menos
emparejamientos (con respecto al RNA diana). Los desemparejamientos, particularmente en la hebra antisentido,
son muy tolerados en las regiones terminales, y, si estan presentes, son preferiblemente en una region o regiones
terminales, por ejemplo en 6, 5, 4 6 3 nucledtidos del término 5 y/o 3'. La hebra sentido sélo necesita ser
suficientemente complementaria con la hebra antisentido para mantener el caracter bicatenario global de la
molécula.

Las regiones monocatenarias de un agente iRNA se modificaran a menudo o incluiran suplentes nucleotidicos, por
ejemplo la region o regiones desapareadas de una estructura de horquilla de pelo, por ejemplo una region que
enlaza dos regiones complementarias, pueden tener modificaciones o suplentes nucleosidicos. También esta
favorecida la modificacion para estabilizar uno o mas términos 3’ o 5’ de un agente iRNA, por ejemplo contra
exonucleasas, o para favorecer el agente sRNA antisentido para que entre en RISC. Las modificaciones pueden
incluir enlazadores de amino C3 (o C6, C7, C12), enlazadores de tiol, enlazadores carboxilicos, espaciadores no
nucleotidicos (C3, C6, C9, C12, abasicos, trietilenglicol, hexaetilenglicol), reactivos especiales de biotina o de
fluoresceina que aparecen como fosforamiditos y que pueden tener otro grupo hidroxilo protegido con DMT, que
permiten multiples acoplamientos durante la sintesis del RNA.

Los agentes iRNA incluyen: moléculas que son suficientemente largas para disparar la respuesta de interferén (que
han sido escindidas por Dicer (Bernstein et al., Nature 409:363-366, 2001)) y entran en un RISC (complejo de
silenciamiento inducido por RNAI); y moléculas que son suficientemente cortas de manera que no disparan la
respuesta de interferon (moléculas las cuales también pueden ser escindidas por Dicer y/o entrar en un RISC), por
efjemplo moléculas que son de un tamafo que permite la entrada en un RISC, por ejemplo moléculas que se
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asemejan a productos de escision por Dicer. Las moléculas que son suficientemente cortas de manera que no
disparan una respuesta de interferén se denominan aqui agentes sRNA o agentes iRNA mas cortos. “Agente sRNA
o agente iRNA mas corto”, como se usa aqui, se refiere a un agente iRNA, por ejemplo un agente RNA bicatenario o
un agente monocatenario, que es suficientemente corto de manera que no induce una respuesta de interferon
perjudicial en una célula humana, por ejemplo tiene una region en duplex de menos de 60 pero preferiblemente
menos de 50, 40, 6 30 pares nucleotidicos. El agente sRNA, o su producto de escision, puede disminuir un gen
diana, por ejemplo induciendo RNAI con respecto a un RNA diana, preferiblemente un RNA diana endégeno o
patégeno.

Cada hebra de un agente sRNA puede ser igual o menor que 30, 25, 24, 23, 22, 21, 6 20 nucledtidos en longitud. La
hebra tiene preferiblemente una longitud de al menos 19 nucleétidos. Por ejemplo, cada hebra puede tener una
longitud entre 21 y 25 nucleétidos. Los agentes sRNA preferidos tienen una region duplex de 17, 18, 19, 29, 21, 22,
23, 24, 6 25 pares nucleotidicos, y uno o mas salientes, preferiblemente uno o dos salientes en 3’, de 2-3
nucledtidos.

Un “agente iRNA monocatenario”, como se usa aqui, es un agente iRNA que esta formado por una sola molécula.
Puede incluir una region en duplex, formada emparejando hebras de manera interna, por ejemplo puede ser, o
incluir, una estructura de horquilla de pelo o de asa de sartén. Los agentes iRNA monocatenarios son
preferiblemente antisentido con respecto a la molécula diana. En realizaciones preferidas, los agentes iRNA
monocatenarios estan fosforilados en 5’ o incluyen un analogo fosforilico en el término de 5’. Las modificaciones con
fosfato en 5 incluyen aquellas que son compatibles con el silenciamiento génico mediado por RISC. Las
modificaciones adecuadas incluyen: 5’-monofosfato ((HO)2(O)P-0-5); 5’-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(O)-0-5’); 5'-
trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-0-5’); una tapa de 5’-guanosina (7-metilada o no metilada) (7m-G-O-
5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-OP(HO)(0O)-O-5); una tapa de 5-adenosina (Appp), y cualquier estructura de tapa
nucleotidica modificada o sin modificar (N-O-5-(HO)(O)PO-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-0O-5’); 5’-monotiofosfato
(fosforotioato; (HO)2(S)P-O-5’); 5-monoditiofosfato  (fosforoditioato;  (HO)(HS)(S)P-O-5’), 5’-fosforotiolato
((HO)2(O)P-S-5’); cualquier combinacion adicional de monofosfato sustituido con oxigeno/azufre, difosfato y
trifosfatos (por ejemplo 5’-alfa-tiotrifosfato, 5’-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5’-fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5’,
(HO)(NH2)(0O)P-0-5'), 5’-alquilfosfonatos (R = alquilo = metilo, etilo, isopropilo, propilo, etc., por ejemplo RP(OH)(O)-
0O-5’-, (OH)2(0)P-5’-CH2-), 5’-alquileterfosfonatos (R = éter alquilico = metoximetilo (MeOCH2-), etoximetilo, etc., por
ejemplo RP(OH)(0)-0O-5-). (Estas modificaciones también se pueden usar con la hebra antisentido de un iRNA
bicatenario).

Un agente iRNA monocatenario deberia ser suficientemente largo de manera que pueda entrar en el RISC y
participar en la escision de un mRNA diana mediada por RISC. Un agente iRNA monocatenario tiene al menos 14, y
mas preferiblemente al menos 15, 20, 25, 29, 35, 40, 6 50 nucledtidos. Preferiblemente tiene una longitud de menos
de 200, 100 6 60 nucledtidos.

Los agentes iRNA de horquilla de pelo tendran una regién duplex igual o al menos 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 6
25 pares nucleotidicos. La region duplex tendra preferiblemente una longitud igual o menor que 200, 100 6 50. Los
intervalos preferidos para la region duplex son una longitud de 15-30, 17 a 23, 19 a 23, y 19 a 21 pares
nucleotidicos. La horquilla de pelo tendra preferiblemente una region desapareada monocatenaria saliente o
terminal, preferiblemente el lado 3’, y preferiblemente el lado antisentido de la horquilla de pelo. Los salientes
preferidos tienen una longitud de 2-3 nucleétidos.

Un “agente iRNA bicatenario (ds)”, como se usa aqui, es un agente iRNA que incluye mas de una, y preferiblemente
dos, hebras en las que la hibridacion intercatenaria puede formar una region de estructura de duplex.

Otras modificaciones adecuadas a un azucar, base, o cadena principal de un agente iRNA se describen en la
Solicitud PCT n°® PCT/US2004/01193, presentada el 16 de enero de 2004, también nuestra. Un agente iRNA puede
incluir una base de origen no natural, tal como las bases descritas en la Solicitud PCT n°® PCT/US2004/011822,
presentada el 16 de abril de 2004, también nuestra. Un agente iRNA puede incluir un azucar de origen no natural, tal
como una molécula portadora ciclica que no es un hidrato de carbono. Las caracteristicas ejemplares de azucares
de origen no natural para uso en agentes iRNA se describen en la Solicitud PCT n° PCT/US2004/11829, presentada
el 16 de abril de 2003, también nuestra.

Un agente iRNA puede incluir un enlace internucleotidico (por ejemplo, el enlace de fosforotioato quiral), util para
incrementar la resistencia a nucleasas. Ademas, o como alternativa, un agente iRNA puede incluir una imitacion de
ribosa para aumentar la resistencia a nucleasas. Los enlaces internucleotidicos e imitadores de ribosa ejemplares
para aumentar la resistencia a nucleasas se describen en la Solicitud PCT n°® PCT/US2004/07070, presentada el 8
de marzo de 2004, también nuestra.

Un agente iRNA puede tener una estructura ZXY, tal como se describe en la Solicitud PCT n° PCT/US2004/07070,
presentada el 8 de marzo de 2004, también nuestra.

Un agente iRNA se puede complejar con un resto anfipatico. Los restos anfipaticos ejemplares para uso con agentes
iRNA se describen en la solicitud PCT n° PCT/US2004/07070, presentada el 8 de marzo de 2004, también nuestra.
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El agente iRNA se puede complejar a un agente de suministro que presenta un complejo modular. EI complejo
puede incluir un agente portador enlazado a uno o mas de (preferiblemente dos o mas, mas preferiblemente los tres
de): (a) un agente de condensacion (por ejemplo, un agente capaz de atraer, por ejemplo unirse a, un acido
nucleico, por ejemplo a través de interacciones idnicas o electrostaticas); (b) un agente fuségeno (por ejemplo, un
agente capaz de fundirse y/o ser transportado a través de una membrana celular); y (c) un grupo seleccionador de
dianas, por ejemplo un agente seleccionador de dianas celulares o tisulares, por ejemplo una lectina, glucoproteina,
lipido o proteina, por efemplo un anticuerpo, que se une a un tipo celular especifico. Los agentes iRNA complejados
a un agente de suministro se describen en la Solicitud PCT n° PCT/US2004/07070, presentada el 8 de marzo de
2004, también nuestra.

Un agente iRNA puede tener emparejamientos no canonicos, tal como entre las secuencias sentido y antisentido del
duplex de iRNA. Las caracteristicas ejemplares de agentes iRNA no candnicos se describen en la Solicitud PCT n°
PCT/US2004/07070, presentada el 8 de marzo de 2004, también nuestra.

Muchos de estos tipos de modificaciones se proporcionan en los Ejemplos y se describen en las Tablas 3-18.
Disefio de iRNA

La presente invencion se basa en un paseo génico del gen de VEGF para identificar agentes iRNA activos que se
pueden usar para reducir el nivel de VEGF mRNA en una célula. No todas las secuencias de agentes iRNA
potenciales en el gen de VEGF son activas, teniendo también muchas de las cuales efectos fuera de diana
significativos. La presente invencion avanza la técnica al seleccionar aquellas secuencias que son activas y no
tienen efectos fuera de diana significativos. Ademas, las secuencias escogidas por el agente iRNA de la presente
invencién estan conservadas entre multiples especies, permitiendo que se use un Unico agente para estudios con
animales y toxicoldgicos, asi como usarlo con fines terapéuticos en seres humanos.

Basandose en estos resultados, la invencion proporciona especificamente un agente iRNA que se puede usar para
tratar trastornos mediados por VEGF, particularmente en el ojo, tal como AMD, en forma aislada y como
composicién farmacéutica descrita més abajo. Tales agentes incluirdn una hebra sentido que tiene al menos 15 o
mas nucledétidos contiguos que son complementarios al gen de VEGF, y una hebra antisentido que tiene al menos
15 o0 mas nucleétidos contiguos que son complementarios a la secuencia de la hebra sentido. Son particularmente
utiles los agentes iRNA que tienen una hebra sentido que comprende, consiste esencialmente o consiste en una
secuencia nucleotidica proporcionada en la Tabla 1, tales como aquellos agentes sefialados en la Tabla 2, o
cualquiera de las modificaciones proporcionadas en las Tablas 3-18.

Los agentes iRNA candidatos se pueden disefiar llevando a cabo, como se hace aqui, un andlisis de paseo génico
del gen de VGF que servird como la diana de iRNA. Se pueden generar y ensayar agentes candidatos solapantes,
adyacentes, o separados de forma estrecha, que corresponden a toda o parte de la regién transcrita. Cada uno de
los agentes iRNA se puede ensayar y evaluar para determinar la capacidad para disminuir la expresion génica diana
(véase mas abajo, “Evaluacion de agentes iRNA candidatos”).

Los agentes iRNA se basan en y comprenden al menos 15 o mas nucleétidos contiguos de uno de los agentes iRNA
que se muestra que es activo en la Tabla 2, o las secuencias modificadas proporcionadas en las Tablas 3-18. En
tales agentes, el agente puede comprender, consistir o consistir esencialmente en toda la secuencia proporcionada
en la Tabla, o puede comprender 15 o mas restos contiguos junto con nucleétidos adicionales procedentes de
regiones contiguas del gen diana.

Un agente iRNA se puede disefiar racionalmente basandose en la informacion de secuencia y las caracteristicas
deseadas y la informacién de la secuencia diana proporcionada en la Tabla 1. Por ejemplo, un agente iRNA se
puede disefar segun la temperatura de fusion relativa del duplex candidato. Generalmente, el duplex deberia tener
una temperatura de fusion menor en el extremo 5 de la hebra antisentido que en el extremo 3’ de la hebra
antisentido.

En consecuencia, se describen agentes iRNA que comprenden una hebra sentido y una hebra antisentido,
comprendiendo cada una una secuencia de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 23 nucledtidos, que es
esencialmente idéntica a uno de los agentes proporcionados en la Tabla 1 6 2.

La hebra antisentido de un agente iRNA deberia tener una longitud igual o al menos 15, 16 17, 18, 19, 25, 29, 40, 6
50 nucledtidos. Deberia tener una longitud igual o menor que 50, 40 6 30 nucledtidos. Los intervalos preferidos son
una longitud de 15-30, 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucleodtidos. Los agentes iRNA ejemplificados incluyen aquellos
que comprenden 15 o mas nucleétidos de uno de los agentes en la Tabla 2 (o son complementarios a la secuencia
diana proporcionada en la Tabla 1) pero no tienen una longitud mayor que 25 nucledétidos.

La hebra sentido de un agente iRNA deberia ser igual a una longitud o tener una longitud al menos de 15, 16 17, 18,
19, 25, 29, 40, 6 50 nucledtidos. Deberia tener una longitud igual o menor que 50, 40 6 30 nucleétidos. Los
intervalos preferidos tienen una longitud de 15-30, 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucledtidos. Los agentes iRNA
ejemplificados incluyen aquellos que comprenden una longitud de 15 o mas nucleétidos procedentes de los agentes
en la Tabla 2 (o la secuencia diana en la Tabla 2) pero no mas de 25 nucleétidos.
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La porcién bicatenaria de un agente iRNA deberia tener una longitud igual o al menos 15, 16 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 29, 40, 6 50 pares nucleotidicos. Deberia tener una longitud igual o menor que 50, 40 6 30 pares
nucleotidicos. Los intervalos preferidos tienen una longitud de 15-30, 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 pares nucleotidicos.

Los agentes proporcionados en la Tabla 2 tienen una longitud de 23 nucleétidos para cada hebra. Los agentes iRNA
contienen una regién bicatenaria de 21 nucleétidos, con un saliente de 2 nucleétidos en cada uno de los extremos 3’
del agente. Estos agentes se pueden modificar como se describe aqui para obtener agentes equivalentes que
comprenden al menos una porcién de estas secuencias (15 o mas nucledtidos contiguos) y o modificaciones a las
bases oligonucleotidicas y enlaces. Se prefieren particularmente la modificacion en los agentes proporcionados en
las Tablas 3-18.

Generalmente, los agentes iRNA incluyen una regién de complementariedad suficiente con el gen de VEGF, y tienen
una longitud suficiente en términos de nucleétidos de manera que el agente iRNA, o un fragmento del mismo,
pueden mediar la disminucion del gen de VEGF. Las hebras antisentido de los agentes iRNA de la presente
invencion son preferiblemente complementarias de forma total a las secuencias de mRNA del gen de VEGF. Sin
embargo, no es necesario que haya perfecta complementariedad entre el agente iRNA y la diana, pero la
correspondencia debe ser suficiente para permitir que el agente iRNA, o su producto de escision, dirija el
silenciamiento especifico de la secuencia, por ejemplo mediante escision por RNAi de un VEGF mRNA.

Por lo tanto, los agentes iRNA incluyen agentes que comprenden una hebra sentido y una hebra antisentido,
comprendiendo cada una una secuencia de al menos 16, 17 6 18 nucleétidos que es esencialmente idéntica, como
se define mas abajo, a una de las secuencias del gen de VEGF, tal como aquellos agentes proporcionados en la
Tabla 2, excepto que no mas de 1, 2 6 3 nucledtidos por hebra, respectivamente, han sido sustituidos por otros
nucleétidos (por ejemplo adenosina sustituida por uracilo), a la vez que se retiene esencialmente la capacidad para
inhibir la expresion de VEGF. Por lo tanto, estos agentes poseeran al menos 15 o mas nucleétidos idénticos al gen
de VEGF, pero se introducen 1, 2 6 3 desemparejamientos de bases con respecto a la secuencia de VEGF mRNA o
entre la hebra sentido y antisentido. Los desemparejamientos con respecto a la secuencia de VEGF mRNA diana,
particularmente en la hebra antisentido, son muy tolerados en las regiones terminales, y, si estan presentes, estan
preferiblemente en una regién o regiones terminales, por ejemplo en 6, 5, 4 6 3 nucledtidos de un término 5’ y/o 3’,
muy preferiblemente en 6, 5, 4, 6 3 nucleétidos del término 5 de la hebra sentido o el término 3’ de la hebra
antisentido. La hebra sentido sélo necesita ser suficientemente complementaria a la hebra antisentido para mantener
el caracter bicatenario global de la molécula.

Se prefiere que las hebras sentido y antisentido se escojan de manera que el agente iRNA incluya una sola hebra o
una region desapareada en uno o ambos extremos de la molécula, tales como se ejemplifican en la Tabla 2 (asi
como también las Tablas 3-18). De este modo, un agente iRNA contiene hebras sentido y antisentido,
preferiblemente emparejadas para contener un saliente, por ejemplo uno o dos salientes en 5 o 3’, pero
preferiblemente un saliente en 3’ de 2-3 nucleétidos. La mayoria de las realizaciones tendran un saliente en 3’. Los
agentes siRNA preferidos tendran salientes monocatenarios, preferiblemente salientes en 3’, de 1 a 4, o
preferiblemente 2 6 3 nucledtidos, en longitud, en uno o ambos extremos del agente iRNA. Los salientes pueden ser
el resultado de que una hebra sea mas larga que la otra, o el resultado de que las dos hebras de la misma longitud
estén escalonadas. Los extremos en 5’ estan preferiblemente fosforilados.

La region en duplex puede tener una longitud entre 15 y 30, muy preferiblemente 18, 19, 20, 21, 22, y 23
nucleotidos, por ejemplo en el intervalo del agente siRNA explicado anteriormente. También se incluyen
realizaciones en las que las dos hebras del agente siRNA estan enlazadas, por ejemplo enlazadas covalentemente.
También estan dentro de la invencioén las estructuras de horquilla de pelo u otras estructuras monocatenarias que
proporcionan la region bicatenaria requerida, y preferiblemente un saliente en 3'.

Sintesis de agentes iRNA. Los oligonucleétidos (por ejemplo, ciertos oligonucledtidos modificados o porciones de
ribonucledtidos que carecen de oligonucleétidos) se pueden sintetizar usando protocolos conocidos en la técnica,
por ejemplo como se describe en Caruthers et al., Methods in Enzymology 211:3, 1992; Thompson et al.,
Publicacion PCT Internacional n°® WO 99/54459; Wincott et al., Nucleic Acids Res. 23:2677, 1995; Wincott et al.,
Methods Mol. Bio. 74:59, 1997; Brennan et al., Biotechnol. Bioeng. 61:33, 1998; y Brennan, patente U. S. n°
6.001.311. La sintesis de oligonucledtidos hace uso de grupos protectores y de acoplamiento de acidos nucleicos
habituales, tales como dimetoxitritilo en el extremo &', y fosforamiditos en el extremo 3'.

El método de sintesis usado para RNA que incluye ciertos agentes iRNA de la invencion sigue el procedimiento
como se describe en Usman et al., J. Chem. Soc. 109:7845, 1987; Scaringe et al., Nucleic Acids Res. 18:5433,
1990; Wincaott et al., Nucleic Acids Res. 23:2677, 1995; y Wincott et al., Methods Mol. Bio. 74:59, 1997; y hace uso
de grupos protectores y de acoplamiento de &cidos nucleicos habituales, tales como dimetoxitritilo en el extremo 5’, y
fosforamiditos en el extremo 3. En los Ejemplos se proporcionan descripciones detalladas de una variedad de
métodos sintéticos para producir agentes iRNA modificados.

Como alternativa, las moléculas de acido nucleico de la presente invencion se pueden sintetizar separadamente y se
pueden unir juntas post-sintéticamente, por ejemplo mediante ligacion (Moore et al., Science 256:9923,1992; Draper
et al., publicacion PCT Internacional n® WO 93/23569; Shabarova et al., Nucleic Acids Res. 19:4247, 1991; Bellon et
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al., Nucleosides & Nucleotides 16:951, 1997; Bellon et al., Bioconjugate 8:204, 1997), o mediante hibridacion tras la
sintesis y/o desproteccion.

Un agente iRNA también se puede ensamblar a partir de dos secuencias o fragmentos de acidos nucleicos distintos,
en los que un fragmento incluye la regién sentido y el segundo fragmento incluye la region antisentido del agente
iRNA.

Los agentes iRNA se pueden modificar ampliamente para potenciar la estabilidad mediante modificacion con grupos
resistentes a nucleasas, por ejemplo 2’-amino, 2’-C-alilo, 2’-fluoro, diflurotoluilo, 5-alilamino-pirimidinas, 2’-O-metilo,
2’-H (para un repaso, véase Usman y Cedergren, Trends in Biochem. Sci. 17:34, 1992). Los constructos de iRNA se
pueden purificar mediante electroforesis en gel usando métodos generales, o se pueden purificar mediante
cromatografia de liquidos a alta presion (HPLC; véase Wincott et al., mas arriba), y se pueden resuspender en agua.

Los agentes iRNA se pueden expresar a partir de unidades de transcripcion insertadas en vectores de DNA o RNA.
Los vectores recombinantes pueden ser plasmidos de DNA o vectores viricos. Los vectores viricos que expresan el
agente iRNA se pueden construir basandose, pero sin limitarse a, en virus adenoasociados, retrovirus, adenovirus, o
alfavirus. Los vectores recombinantes capaces de expresar los agentes iRNA se pueden suministrar como se
describe aqui, y persistir en células diana. Como alternativa, se pueden usar vectores viricos que proporcionan
expresion transitoria de los agentes iRNA.

Evaluacién de agentes iRNA. Cualquiera de los agentes iRNA descritos aqui se pueden evaluar y modificar segun lo
siguiente. Un agente iRNA puede ser susceptible a escisién mediante una endonucleasa o exonucleasa, tal como
cuando se introduce el agente iRNA en el cuerpo de un sujeto. Se pueden usar métodos para determinar sitios de
escision, por ejemplo escision endo- y exonucleolitica en un agente iRNA, y para determinar el mecanismo de
escision. Un agente iRNA se puede modificar para inhibir tal escision.

Se puede evaluar un dsRNA, por ejemplo un agente iRNA, para identificar sitios que son susceptibles a la
modificacién, particularmente escision, por ejemplo escision mediante un componente encontrado en el cuerpo de
un sujeto. El componente puede ser especifico para un area particular del cuerpo, tal como un tejido particular,
organo, o fluido corporal (por ejemplo, sangre, plasma, o suero). Los sitios en un agente iRNA que son susceptibles
a escision, ya sea mediante escision endonucleolitica o exonucleolitica, en ciertas areas del cuerpo, pueden ser
resistentes a la escision en otras areas del cuerpo.

Un método para evaluar un agente iRNA puede incluir: (1) determinar el punto o puntos en los que una sustancia
presente en el cuerpo de un sujeto, y preferiblemente un componente presente en un compartimento del cuerpo en
el que se va a introducir un dsRNA terapéutico (esto incluye compartimentos en los que el agente terapéutico se
introduce directamente, por ejemplo la circulacién, asi como en compartimentos a los que se dirige eventualmente el
agente terapéutico, por ejemplo el higado o rifidén; en algunos casos, por ejemplo, el ojo, los dos son el mismo),
escinde un dsRNA, por ejemplo un agente iRNA; y (2) identificar uno o mas puntos de escision, por ejemplo
endonucleolitica, exonucleolitica, o ambas, en el dsRNA. Opcionalmente, el método incluye ademas proporcionar un
RNA (por ejemplo, un agente iRNA) modificado para inhibir la escisidn en tales sitios.

Las etapas descritas anteriormente se pueden lograr usando uno o mas de los siguientes ensayos:
(i)

(a) poniendo en contacto un dsRNA candidato, por ejemplo un agente iRNA, con un agente de ensayo
(por ejemplo, un agente biolégico),

(b) usando un ensayo a base de tamafos, por ejemplo electroforesis en gel, para determinar si el
agente iRNA esta escindido. En una realizaciéon preferida, se toma un transcurso de tiempo, y se
aplica un numero de muestras, incubadas durante diferentes tiempos, al ensayo a base de tamafios.
En realizaciones preferidas, el dsRNA candidato no estda marcado. El método puede ser un método
“Stains All”.

(if)
(a) suministrando un dsRNA candidato, por ejemplo, un agente iRNA, que esta radiomarcado;
(b) poniendo en contacto el dsRNA candidato con un agente de ensayo,

(c) usando un ensayo a base de tamafios, por ejemplo electroforesis en gel, para determinar si el
agente iRNA esta escindido. Se puede tomar un transcurso de tiempo, en el que se incuba un nimero
de muestras durante tiempos diferentes y se aplica al ensayo a base de tamafos. La determinacion se
puede realizar en condiciones que permiten la determinacion del nimero de nucleétidos presentes en
un fragmento. Por ejemplo, una muestra incubada se hace pasar sobre un gel que tiene marcadores
que permiten asignar la longitud de los productos escindidos. El gel puede incluir un patrén que es una
digestion “escalera”. Se puede marcar la hebra tanto sentido como antisentido. Preferiblemente, sélo
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se marca una hebra en un experimento particular. EI marcador se puede incorporar en el extremo 5’,
el extremo 3’, 0 en una posicion interna. La longitud de un fragmento (y de este modo el punto de
escision) se puede determinar a partir del tamafio del fragmento basandose en la escalera y el
cartografiado usando una endonucleasa especifica del sitio tal como RNAsa T1.

(iii) ElI fragmento producido por cualquier método, por ejemplo uno descrito aqui, por ejemplo uno de los
anteriores, se puede analizar mediante espectrometria de masas. Tras el contacto del iRNA con el agente de
ensayo, el iRNA se puede purificar (por ejemplo, se puede purificar parcialmente), tal como mediante
extracciéon con fenol-cloroformo, seguido de la precipitacién. Entonces se puede usar cromatografia de
liquidos para separar los fragmentos, y se puede usar la espectrometria de masas para determinar la masa
de cada fragmento. Esto permite la determinaciéon del mecanismo de escision, por ejemplo si es mediante
escision directa con fosfato, tal como mediante escisiéon con exonucleasa en 5 o 3’, o mediada por la
formacion de un fosfato ciclico via 2’0OH.

La informacién que se refiere a un sitio de escisidon se puede usar para seleccionar un atomo de la cadena principal,
un azlcar o una base, para la modificacién, por ejemplo una modificacién para disminuir la escision.

Las modificaciones ejemplares incluyen modificaciones que inhiben la degradaciéon endonucleolitica, incluyendo las
modificaciones descritas aqui. Las modificaciones particularmente favorecidas incluyen: modificacion en 2’, por
ejemplo un nucledtido 2’-O-metilado o 2’-desoxinucleétido (por ejemplo, 2'desoxicitodina), o un nucleétido 2’-fluoro,
difluorotoluilo, 5-Me-2’-pirimidinas, 5-alilamino-pirimidinas, 2’-O-metoxietilico, 2’-hidroxi, o 2’-ara-fluoro nucleétido, o
un acido nucleico bloqueado (LNA), acido nucleico alargado (ENA), acido nucleico de hexosa (HNA), o acido
nucleico de ciclohexeno (CeNA). En una realizacion, la modificacion de 2’ esta en la uridina de al menos un
dinucledtido de 5’-uridina-adenina-3’ (5’-UA-3’), al menos un dinucledtido de 5-uridina-guanina-3’ (5-UG-3’), al
menos un dinucleétido de 5’-uridina-uridina-3’ (5’-UU-3’), o al menos un dinucleétido de 5’-uridina-citidina-3’ (5’-UC-
3’), o en la citidina de al menos un dinucleétido de 5’-citidina-adenina-3’ (5’-CA-3’), al menos un dinucleétido de 5'-
citidina-citidina-3’ (5’-CC-3’), o al menos un dinucledtido de 5'-citidina-uridina-3’ (5’-CU-3’). La modificaciéon de 2’
también se puede aplicar a todas las pirimidinas en un agente iRNA. En una realizacion preferida, la modificacion de
2’ es una modificacion 2’0OMe en la hebra sentido de un agente iRNA. En una realizacién mas preferida, la
modificacion de 2’ es una modificacion 2’ fluoro, y el 2’ fluoro esta en la hebra sentido o antisentido, o en ambas
hebras.

La modificacién de la cadena principal, por ejemplo con la sustitucion de un O por un S en la cadena principal de
fosfato, por ejemplo la provision de una modificacién de fosforotioato, se puede usar para inhibir la actividad de
endonucleasas. En algunas realizaciones, un agente iRNA se ha modificado sustituyendo uno o mas ribonucleétidos
por desoxirribonucleétidos. Preferiblemente, los desoxirribonucledtidos adyacentes estan unidos mediante enlaces
de fosforotioato, y el agente iRNA no incluye mas de cuatro desoxirribonucleotidos consecutivos en las hebras
sentido o antisentido. La sustitucion de la U por un enlazador C5 amino, la sustitucion de una A por G (se prefieren
cambios de secuencia localizados en la hebra sentido y no en la hebra antisentido), o la modificacion del azdcar en
la posicion 2’, 6’, 77 u 8 pueden también inhibir la escision del agente iRNA mediante endonucleasas. Las
realizaciones preferidas son aquellas en las que esta presente una o mas de estas modificaciones en la hebra
sentido pero no en la antisentido, o realizaciones en las que la hebra antisentido tiene muchas menos de tales
modificaciones.

Las modificaciones ejemplares también incluyen aquellas que inhiben la degradacion mediante exonucleasas. Aqui
se pueden encontrar ejemplos de modificaciones que inhiben la degradacion exonucleolitica. En una realizacion, un
agente iRNA incluye un enlace de fosforotioato o una modificacion P-alquilica en los enlaces entre uno o mas de los
nucledtidos terminales de un agente iRNA. En otra realizacién, uno o mas nucleétidos terminales de un agente iRNA
incluyen una modificacién de azucar, por ejemplo una modificacion de azucar en 2’ o 3’. Las modificaciones de
azucar ejemplares incluyen, por ejemplo, un nucleétido 2’-O-metilado, un 2’-desoxinucleétido (por ejemplo, desoxi-
citodina), 2’-desoxi-2’-fluoro (2’-F) nucleétido, 2’-O-metoxietilo (2’-O-MOE), 2’-O-aminopropilo (2’-O-AP), 2’-O-N-
metilacetamido (2’-O-NMA), 2’-O-dimetilaminoetiloxietilo (2’-DMAEOE), 2’-O-dimetilaminoetilo (2'-O-DMAOE), 2’-O-
dimetilaminopropilo (2’-O-AP), 2’-hidroxi nucledtido, o un 2’-ara-fluoro nucledtido, o un acido nucleico bloqueado
(LNA), acido nucleico alargado (ENA), acido nucleico de hexosa (HNA), acido nucleico ciclohexénico (CeNA). Una
modificacion en 2’ es preferiblemente 2’0OMe, mas preferiblemente 2’fluoro.

Las modificaciones descritas para inhibir la escision exonucleolitica se pueden combinar sobre un Unico agente
iRNA. Por ejemplo en una realizaciéon, al menos un nucleétido terminal de un agente iRNA tiene un enlace de
fosforotioato y una modificacién de azucar en 2’, por ejemplo una modificacion 2'F o 2’0OMe. En otra realizacion, al
menos un nucledtido terminal de un agente iRNA tiene una modificacion 5’Me-pirimidina y una modificacién de
azucar en 2', por ejemplo una modificacién 2’'F o 2’0OMe.

Para inhibir la escision mediante exonucleasas, un agente iRNA puede incluir una modificacion de nucleobase, tal
como una modificacion catidnica, tal como una modificaciéon catiénica 3’-abasica. La modificacion cationica puede
ser, por ejemplo, un alquilamino-dT (por ejemplo, un C6 amino-dT), un conjugado alilamino, un conjugado de
pirrolidina, un conjugado de ftalimido o de hidroxiprolinol, 0 uno o mas de los nucledtidos terminales del agente
iRNA. Un conjugado de alquilamino-dT esta preferiblemente unido al extremo 3’ de la hebra sentido o antisentido de
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un agente iRNA. Un ligador de pirrolidina esta preferiblemente unido al extremo 3’ o 5’ de la hebra sentido, o al
extremo 3’ de la hebra antisentido. Una alil amina uridina esta preferiblemente en el extremo 3’ o 5 de la hebra
sentido, y no en el extremo 5’ de la hebra antisentido.

El agente iRNA puede incluir un conjugado en uno o mas de los nucleétidos terminales del agente iRNA. El
conjugado puede ser, por ejemplo, un lip&filo, un terpeno, un agente de unién a proteina, una vitamina, un hidrato de
carbono, un retinoide, o un péptido. Por ejemplo, el conjugado puede ser naproxeno, nitroindol (u otro conjugado que
contribuye a apilar las interacciones), folato, ibuprofeno, colesterol, retinoides, PEG, o un ligador de C5 pirimidina.
En otras realizaciones, los conjugados son conjugados de lipidos glicéridos (por ejemplo derivados de dialquil
glicérido), conjugados de vitamina E, o tiocolesteroles. Preferiblemente, los conjugados estan en el extremo 3’ de la
hebra antisentido, o en el extremo 5 o 3’ de la hebra sentido, y preferiblemente los conjugados no estan en el
extremo 3’ de la hebra antisentido y en el extremo 3’ de la hebra sentido.

En una realizacién, el conjugado es naproxeno, y el conjugado esta preferiblemente en el extremo 5 o 3’ de las
hebras sentido o antisentido. En una realizacion, el conjugado es colesterol, y el conjugado esta preferiblemente en
el extremo 5’ 0 3’ de la hebra sentido y no esta preferiblemente en la hebra antisentido. En algunas realizaciones, el
colesterol esta conjugado al agente iRNA mediante un enlazador de pirrolidina, o un enlazador de serinol, aminooxi,
0 un enlazador de hidroxiprolinol. En otras realizaciones, el conjugado es un dU-colesterol, o el colesterol esta
conjugado al agente iRNA mediante un enlace de disulfuro. En ofra realizacién, el conjugado es acido colanico, y el
acido colanico esta unido al extremo 5 o 3’ de la hebra sentido, o al extremo 3’ de la hebra antisentido. En una
realizacion, el acido colanico esta unido al extremo 3’ de la hebra sentido y al extremo 3’ de la hebra antisentido. En
otra realizacién, el conjugado es PEG5, PEG20, naproxeno o retinal.

Uno o mas nucleétidos terminales pueden tener un enlace 2’-5'. Preferiblemente, un enlace 2’-5’ aparece en la hebra
sentido, por gjemplo el extremo 5’ de la hebra sentido.

El agente iRNA puede incluir un L-azucar, preferiblemente en el extremo 5’ o 3’ de la hebra sentido.

El agente iRNA puede incluir un metilfosfonato en uno o mas nucledtidos terminales para potenciar la resistencia a
exonucleasas, por ejemplo en el extremo 3’ de las hebras sentido o antisentido del agente iRNA.

Un agente iRNA se puede haber modificado sustituyendo uno o mas ribonucleétidos por desoxirribonucleétidos.
Preferiblemente, los desoxirribonucleétidos adyacentes estan unidos mediante enlaces de fosforotioato, y el agente
iRNA no incluye mas de cuatro desoxirribonucledtidos consecutivos en las hebras sentido o antisentido.

Un agente iRNA que tiene una mayor estabilidad en células y muestras bioldgicas puede incluir una modificacion de
difluorotoluilo (DFT), por ejemplo 2,4-difluorotoluil uradilo, o una sustitucién de guanidina a inosina.

Los métodos descritos se pueden usar para seleccionar y/u optimizar un dsRNA terapéutico, por ejemplo un agente
iRNA. Los dsRNAs, por ejemplo agentes iRNA, obtenidos mediante un método descrito aqui estan dentro de la
invencion.

Los métodos se pueden usar para evaluar un dsRNA candidato, por ejemplo un agente iRNA candidato, que no esta
modificado, o que incluye una modificacion, por ejemplo una modificacion que inhibe la degradacion, selecciona
como diana la molécula de dsRNA, o modula la hibridacién. Tales modificaciones se describen aqui. Se puede
combinar un ensayo de escisidon con un ensayo para determinar la capacidad de un candidato modificado o no
modificado para silenciar la diana. Por ejemplo, se puede (opcionalmente) ensayar un candidato para evaluar su
capacidad para silenciar una diana (o secuencia fuera de diana), evaluar su susceptibilidad a la escision, modificarlo
(por ejemplo, como se describe aqui, por ejemplo para inhibir la degradacion) para producir un candidato modificado,
y ensayar el candidato modificado en busca de la capacidad para silenciar asi como la capacidad para resistir la
degradacion. El procedimiento se puede repetir. Las modificaciones se pueden introducir una cada vez o en grupos.
A menudo sera conveniente usar un método a base de células para monitorizar la capacidad para silenciar un RNA
diana. Esto puede ser seguido por un método diferente, por ejemplo un método de animal completo, para confirmar
la actividad.

La informacion sobre sitios de escision obtenida mediante un método descrito aqui se puede usar para modificar un
dsRNA, por ejemplo un agente iRNA.

Optimizacion de la actividad de las moléculas de &cido nucleico de la invencion. Las moléculas de &cido nucleico
quimicamente sintetizadas con modificaciones (base, azucar y/o fosfato) pueden evitar su degradacion mediante
ribonucleasas del suero, que pueden incrementar su potencia (véase, por ejemplo, Eckstein et al., Publicacion
Internacional n® WO 92/07065; Perrault et al., Nature 344:565, 1990; Phieken et al., Science 253:314, 1991; Usman
y Cedergren, Trends in Biochem. Sci. 17:334, 1992; Usman et al., Publicaciéon Internacional n® WO 93/15187; y
Rossi et al., Publicacion Internacional n® WO 91/03162; Sproat, patente U.S. n® 5.334.711; Gold et al., patente U.S.
n® 6.300.074; y Burgin et al., mas arriba). Todas las referencias anteriores describen diversas modificaciones
quimicas que se pueden hacer a los restos de base, de fosfato y/o de azucar de las moléculas de &cido nucleico
descritas aqui. Se desean modificaciones que potencian su eficacia en células, y la eliminacion de bases de las
moléculas de acido nucleico para acortar tiempos de la sintesis oligonucleotidica y reducir los requisitos quimicos.
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Igualmente se describen aqui otras modificaciones adecuadas a un azucar, base, o cadena principal de un agente
iRNA.

Hay varios ejemplos en la técnica que describen modificaciones de azucar, de base y de fosfato que se pueden
introducir en moléculas de acido nucleico con una potenciacion significativa de su estabilidad a nucleasas y eficacia.
Por ejemplo, los oligonucleétidos se modifican para potenciar la estabilidad y/o potenciar la actividad bioldgica
mediante modificacion con grupos resistentes a nucleasas, por ejemplo modificaciones de bases nucleotidicas 2’-
amino, 2’-C-alilo, 2’-fluoro, 2’-O-metilo 2’-O-alilo, 2’-H, (para un repaso, véanse Usman y Cedergren, Trends in
Biochem. Sci. 17:34, 1992; Usman et al., Nucleic Acids Symp. Ser. 31:163, 1994; Burgin et al., Biochemistry
35:14090, 1996). La modificacién de azucares de moléculas de acido nucleico se ha descrito ampliamente en la
técnica (véanse Eckstein et al., Publicaciéon Internacional PCT n°® WO 92/07065; Perrault et al., Nature 344:565,
1990; Pieken et al. Science 253:314, 1991; Usman y Cedergren, Trends in Biochem. Sci. 17:334, 1992; Usman et
al., Publicacion Internacional PCT n°® WO93/15187; Sproat, patente U.S. n° 5.334.711, y Beigelman et al., J. Biol.
Chem. 270:25702, 1995; Beigelman et al., Publicacion Internacional PCT n°® WO 97/26270; Beigelman et al., patente
U.S. n° 5.716.824; Usman et al., patente U.S. n° 5.627.053; Woolf et al., Publicacion Internacional PCT n° WO
98/13526; Karpeisky et al., Tetrahedron Lett. 39:1131, 1998; Earnshaw y Gait, Biopolymers (Nucleic Acid Sciences)
48:39, 1998; Verma y Eckstein, Annu. Rev. Biochem. 67:99, 1998; y Burlina et al., Bioorg. Med. Chem. 5:1999,
1997). Tales publicaciones describen métodos generales y estrategias para determinar la localizacion de la
incorporacion de modificaciones de azucares, de bases y/o de fosfatos y similares en moléculas de acido nucleico
sin catdlisis modulante. A la vista de tales ensefianzas, se pueden usar modificaciones similares como se describe
aqui para modificar las moléculas de acido nucleico de iRNA de la actual invencién en tanto que no se vea
significativamente inhibida la capacidad de los agentes iRNA para promover RNAI en las células.

Mientras que la modificacion quimica de los enlaces internucleotidicos de oligonucledtidos con enlaces de
fosforotioato, de fosforoditioato, y/o de 5’'metilfosfonato mejora la estabilidad, las modificaciones excesivas pueden
provocar cierta toxicidad o una actividad disminuida. Por lo tanto, cuando se disefian moléculas de acido nucleico, se
deberia de minimizar la cantidad de estos enlaces internucleotidicos. La reduccién en la concentraciéon de estos
enlaces deberia disminuir la toxicidad, dando como resultado una mayor eficacia y mayor especificidad de estas
moléculas.

Los extremos 3’ y 5’ de un agente iRNA se pueden modificar. Tales modificaciones pueden estar en el extremo 3’,
en el extremo 5’, o en ambos extremos de la molécula. Pueden incluir la modificacion o sustitucion e un fosfato
terminal completo, o de uno o mas de los atomos del grupo fosfato. Por ejemplo, los extremos 3’ y 5’ de un
oligonucleétido se pueden conjugar a otras entidades moleculares funcionales tales como restos marcadores, por
ejemplo fluoréforos (por ejemplo, pireno, TAMRA, fluoresceina, colorantes Cy3 o Cy5) o grupos protectores
(basados, por ejemplo, en azufre, silicio, boro o éster). Las entidades moleculares funcionales se pueden unir al
azucar mediante un grupo fosfato y/o mediante un espaciador. El atomo terminal del espaciador se puede conectar a
o sustituir al atomo enlazante del grupo fosfato o al grupo C-3' 0 C-5 O, N, S o C del azucar. Como alternativa, el
espaciador puede conectarse a o sustituir el atomo terminal de un suplente nucleotidico (por ejemplo, PNAs). Estos
espaciadores o enlazadores pueden incluir, por ejemplo, -(CH2)n-, -(CH2)nN-, -(CH2)nO-, -(CH2)nS-,
O(CH2CH20)nCH2CH20H (por gjemplo, n = 3 6 6), azlUcares abasicos, amida, carboxi, amina, oxiamina, oxiimina,
tioéter, disulfuro, tiourea, sulfonamida, o morfolino, o biotina y reactivos de fluoresceina. Cuando se interpone un
conjunto espaciador/fosfato-entidad molecular funcional-espaciador/fosfato entre dos secuencias de un agente
iRNA, el conjunto puede sustituir un bucle de RNA de horquilla de pelo en un agente RNA de tipo horquilla de pelo.
El extremo 3’ puede ser un grupo —OH. Aunque no se desea estar atados por la teoria, se cree que la conjugacion
de ciertos restos puede mejorar las propiedades de transporte, hibridacion y especificidad. Nuevamente, aunque no
se desea estar atados por la teoria, puede ser deseable introducir alteraciones terminales que mejoren la resistencia
a nucleasas. Otros ejemplos de modificaciones terminales incluyen colorantes, agentes intercalantes (por ejemplo,
acridinas), agentes de reticulacion (por ejemplo psoraleno, mitomicina C, porfirinas (TPPC4, texafirina, safirina),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (por ejemplo, fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (por
ejemplo, EDTA), portadores lip&filos (por ejemplo, colesterol, acido colico, adamantano, acido acético, acido 1-pireno
butirico, dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol,
1,3-propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido 0O3-(oleil)litocdlico, acido 0O3-
(oleil)colénico, dimetoxitritilo, o fenoxazina) y conjugados peptidicos (por ejemplo, péptido de antennapedia, péptido
Tat), agentes alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG (por ejemplo, PEG-40K), MPEG, [MPEG]2, poliamino,
alquilo, alquilo sustituido, marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (por ejemplo, biotina), facilitadores del
transporte/absorcion (por ejemplo, aspirina, vitamina E, acido félico), y ribonucleasas sintéticas (por ejemplo,
imidazol, bisimidazol, histamina, agrupaciones de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complejos de
tetraazamacrociclos con Eu3+). En algunas realizaciones, los conjugados tales como retinol o acido retinoico se
pueden unir al extremo 5’ 0 3, 0 a ambos extremos, de un agente iRNA. El uso de tales conjugados puede mejorar
la captacién especifica y el suministro de agentes iRNA a las células que expresan receptores de retinol, tales como
células epiteliales de pigmentos retinianos.

Se pueden afiadir modificaciones terminales por varias razones, tales como modular la actividad o modular la
resistencia a la degradacion. Las modificaciones terminales Utiles para modular la actividad incluyen la modificacion
del extremo 5 con fosfato o analogos de fosfato. Por ejemplo, en realizaciones preferidas, los agentes iRNA,
especialmente secuencias antisentido, se fosforilan en 5’ o incluyen un analogo fosforilico en el término 5. Las
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modificaciones con fosfato en 5 incluyen aquellas que son compatibles con el silenciamiento génico mediado por
RISC. Las modificaciones adecuadas incluyen: 5-monofosfato ((HO)2(O)P-O-5"); 5'-difosfato ((HO)2(O)P-O-
P(HO)(O)-0-5); 5'-trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-O-5’); tapa de 5-guanosina (7-metilada o no
metilada) (7m-G-0-5-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0-5"); tapa de 5-adenosina (Appp), y cualquier estructura
de tapa nucleotidica modificada o sin modificar (N-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0-5’); 5’-monotiofosfato
(fosforotioato; (HO)2(S)P-O-5’); 5-monoditiofosfato  (fosforoditioato;  (HO)(HS)(S)P-O-5’), 5’-fosforotiolato
((HO)2(O)P-S-5’); cualquier combinacion adicional de monofosfato sustituido con oxigeno/azufre, difosfato y
trifosfatos (por ejemplo 5’-alfa-tiotrifosfato, 5’-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5’-fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5’,
(HO)(NH2)(0O)P-0-5’), 5’-alquilfosfonatos (R = alquilo = metilo, etilo, isopropilo, propilo, etc., por ejemplo RP(OH)(O)-
0O-5’-, (OH)2(0)P-5'-CH2-), 5’-alquileterfosfonatos (R = éter alquilico = metoximetilo (MeOCH2-), etoximetilo, etc., por
ejemplo

También se describen conjugados y/o complejos de agentes iRNA de la invencion. Tales conjugados y/o complejos
se pueden usar para facilitar el suministro de agentes iRNA a un sistema biolégico, tal como una célula. Los
conjugados y complejos proporcionados por la actual invencion pueden proporcionar actividad terapéutica
transfiriendo compuestos terapéuticos a través de membranas celulares, alterando la farmacocinética, y/o
modulando la localizacién de moléculas de acido nucleico de la invencion. La presente invencion engloba el disefio y
sintesis de nuevos conjugados y complejos para el suministro de moléculas, incluyendo, pero sin limitarse a,
moléculas pequefias, lipidos, fosfolipidos, nucledsidos, nucledtidos, acidos nucleicos, anticuerpos, toxinas,
polimeros cargados negativamente y otros polimeros, por ejemplo proteinas, péptidos, hormonas, hidratos de
carbono, polietilenglicoles, o poliaminas, a través de las membranas celulares. En general, los transportadores
descritos se disefian para ser usados individualmente o como parte de un sistema de multiples componentes, con o
sin enlazadores degradables. Se espera que estos compuestos mejoren el suministro y/o localizacion de moléculas
de acido nucleico de la invencion en un numero de tipos celulares que se originan a partir de diferentes tejidos, en
presencia o ausencia de suero (véase Sullenger y Cech, patente U.S. n° 5.854.038). Los conjugados de las
moléculas descritas aqui se pueden unir a moléculas biolégicamente activas via enlazadores que son
biodegradables, tales como moléculas enlazadoras de acidos nucleicos biodegradables.

Administraciéon de los agentes iRNA. Un paciente que ha sido diagnosticado con un trastorno caracterizado por la
expresion indeseada de VEGF se puede tratar mediante la administracion de un agente iRNA descrito aqui para
bloquear los efectos negativos de VEGF, aliviando de ese modo los sintomas asociados con la expresién génica
indeseada de VEGF. Por ejemplo, el agente iRNA puede aliviar los sintomas asociados con una enfermedad del ojo,
tal como un trastorno neovascular. En otros ejemplos, el agente iRNA se puede administrar para tratar un paciente
que tiene un tumor o cancer metastasico, tal como céncer de colon o de mama; una enfermedad pulmonar, tal como
asma o bronquitis; o una enfermedad autoinmunitaria tal como artritis reumatoide o psoriasis. Los agentes iRNA anti-
VEGF se pueden administrar sistémicamente, por ejemplo oralmente o mediante inyeccion intramuscular o mediante
inyeccion intravenosa, en mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable adaptado para la via de
administracion. Un agente iRNA puede comprender un vehiculo de suministro, incluyendo liposomas, para la
administracion a un sujeto, portadores y diluyentes y sus sales, y/o puede estar presente en formulaciones
farmacéuticamente aceptables. Los métodos para el suministro de moléculas de acido nucleico se describen en
Akhtar et al., Trends in Cell Bio. 2:139, 1992; Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide Therapeutics, ed.
Akhtar, 1995; Maurer et al., Mol. Membr. Biol., 16:129, 1999; Hofland y Huang, Handb. Exp. Pharmacol. 137:165,
1999; y Lee et al., ACS Symp. Ser. 752:184, 2000. Beigelman et al., patente U.S. n® 6.395.713 y Sullivan et al., PCT
WO 94/02595 describen ademas los métodos generales para suministrar moléculas de acido nucleico. Las
moléculas de acido nucleico se pueden administrar a células mediante una variedad de métodos conocidos por los
expertos en la técnica, incluyendo, pero sin restringirse a, encapsulamiento en liposomas, mediante iontoforesis, o
mediante incorporacion en otros vehiculos, tales como hidrogeles, ciclodextrinas (véase, por ejemplo, Gonzalez et
al., Bioconjugate Chem. 10:1068, 1999), nanocapsulas biodegradables, y microesferas bioadhesivas, o mediante
vectores proteinosos (O’Hare y Normand, Publicacion Internacional PCT n°® WO 00/53722).

En los presentes métodos, el agente iRNA se puede administrar al sujeto como agente iRNA desnudo, junto con un
agente de suministro, o como un vector plasmidico o virico recombinante que expresa el agente iRNA.
Preferiblemente, el agente iRNA se administra como iRNA desnudo.

El agente iRNA de la invencion se puede administrar al sujeto por cualquier medio adecuado para suministrar el
agente iRNA a las células del tejido en o cerca del area de la expresion indeseada de VEGF, tal como en o cerca de
un area de neovascularizacion. Por ejemplo, el agente iRNA se puede administrar mediante una pistola génica,
electroporacion, o mediante otras vias de administracion parenterales.

Las vias de administracion entéricas adecuadas incluyen el suministro oral.

Las vias de administracion parenterales adecuadas incluyen la administracion intravascular (por ejemplo, inyeccion
de bolo intravenoso, infusién intravenosa, inyeccion de bolo intraarterial, infusion intraarterial e instilacién mediante
catéter en la vasculatura); inyeccion peri- e intratisular (por ejemplo, inyeccion intraocular, inyeccion intrarretiniana, o
inyeccion subretiniana); inyeccion subcutanea o deposicién, incluyendo infusién subcutanea (tal como mediante
bombas osmoéticas); aplicacion directa al area en o proxima al sitio de neovascularizacion, por ejemplo mediante un
catéter u otro dispositivo de colocacion (por ejemplo, un pelete retiniano o un implante que comprende un material
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poroso, no poroso, o gelatinoso). Se prefiere que las inyecciones o infusiones del agente iRNA se administren en o
cerca del sitio de neovascularizacion.

El agente iRNA de la invencién se puede suministrar usando un implante intraocular. Tales implantes pueden ser
implantes biodegradables y/o biocompatibles, o pueden ser implantes no biodegradables. Los implantes pueden ser
permeables o impermeables al agente activo, y se pueden insertar en una cdmara del ojo, tal como las cadmaras
anterior o posterior, o se pueden implantar en la esclera, espacio transcoroidal, 0 en una region avascularizada
exterior al vitreo. En una realizacion preferida, el implante se puede colocar sobre una regién avascular, tal como
sobre la esclera, para permitir la difusion transcleral del farmaco al sitio deseado de tratamiento, por ejemplo el
espacio intraocular y la macula del ojo. Ademas, el sitio de difusidn transcleral esta preferiblemente préoximo a la
macula.

El agente iRNA de la invencién también se puede administrar tépicamente, por ejemplo mediante parche o mediante
aplicacion directa al ojo, o mediante iontoforesis. Los unglentos, pulverizaciones, o liquidos en gotas se pueden
suministrar mediante sistemas de suministro oculares conocidos en la técnica, tales como aplicadores o goteros
para ojos. Las composiciones se pueden administrar directamente a la superficie del ojo o al interior del parpado.
Tales composiciones pueden incluir mucomiméticos tales como acido hialurénico, sulfato de condroitina,
hidroxipropilmetilcelulosa o poli(alcohol vinilico), conservantes tales como acido sérbico, EDTA o cloruro de
bencilcronio, y las cantidades habituales de diluyentes y/o vehiculos.

El agente iRNA de la invenciéon se puede proporcionar en composiciones de liberacion sostenida, tales como las
descritas en, por ejemplo, las patentes U.S. n° 5.672.659 y 5.595.760. El uso de composiciones de liberacién
inmediata o sostenida depende de la naturaleza de la afeccidén que se esté tratando. Si la afeccion consiste en un
trastorno agudo o hiperagudo, el tratamiento con una forma de liberacidon inmediata se preferira con respecto a una
composicion de liberacion prolongada. Como alternativa, para ciertos tratamientos preventivos o a largo plazo,
puede ser apropiada una composicion de liberacion sostenida.

Un agente iRNA se puede inyectar al interior del ojo, tal como con una aguja u otro dispositivo de suministro.

El agente iRNA de la invencion se puede administrar en una uUnica dosis o en multiples dosis. Cuando la
administracion del agente iRNA de la invencién es mediante infusion, la infusién puede ser una uUnica dosis
sostenida, o se puede suministrar mediante multiples infusiones. Se prefiere la inyeccion del agente directamente en
el tejido en o cerca del sitio de neovascularizacion. También se prefieren multiples inyecciones del agente en el
tejido en o cerca del sitio de neovascularizacion.

Los niveles de dosificacion del orden de alrededor de 1 pg/kg a 100 mg/kg de peso corporal por administracion son
utiles en el tratamiento de enfermedades neovasculares. Cuando se administra directamente al ojo, el intervalo de
dosificacion preferido es alrededor de 0,00001 mg a alrededor de 3 mg por ojo, o preferiblemente alrededor de
0,0001-0,001 mg por ojo, alrededor de 0,03-3,0 mg por ojo, alrededor de 0,1-3,0 mg por 0jo, o alrededor de 0,3-3,0
mg por ojo. Un experto en la técnica también puede determinar facilmente un régimen de dosificacion apropiado
para administrar el agente iRNA de la invencion a un sujeto dado. Por ejemplo, el agente iRNA se puede administrar
al sujeto una vez, por ejemplo como una unica inyeccion o deposicion en o cerca del sitio de neovascularizacion.
Como alternativa, el agente iRNA se puede administrar una vez o dos veces al dia a un sujeto durante un periodo de
alrededor de tres a alrededor de veintiocho dias, mas preferiblemente de alrededor de siete a alrededor de diez dias.
En un régimen de dosificacion preferido, el agente iRNA se inyecta en o cerca de un sitio de expresion indeseada de
VEGEF (tal como cerca de un sitio de neovascularizacién), una vez al dia durante siete dias. Cuando un régimen de
dosificacion comprende multiples administraciones, se entiende que la cantidad eficaz de agente iRNA administrada
al sujeto puede comprender la cantidad total de agente iRNA administrada a lo largo de todo el régimen de
dosificacion. Un experto en la técnica apreciara que las dosis individuales exactas se pueden ajustar en cierto modo
dependiendo de una variedad de factores, incluyendo el agente iRNA especifico que se administra, el tiempo de
administracion, la via de administracion, la naturaleza de la formulacion, la velocidad de excrecion, el trastorno
particular que se esta tratando, la gravedad del trastorno, la farmacodinamica del agente iRNA, y la edad, sexo,
peso, y salud general del paciente. Se han de esperar amplias variaciones en el nivel de dosificacion necesario a la
vista de las eficiencias diferentes de las diversas vias de administracion. Por ejemplo, generalmente se esperaria
que la administracién oral requiera niveles de dosificacion mayores que la administracion mediante inyeccion
intravenosa o intravitrea. Las variaciones en estos niveles de dosificacién se pueden ajustar usando rutinas de
optimizacion empiricas estandar, que son bien conocidas en la técnica. Los niveles de dosificacion y patrones
precisos terapéuticamente eficaces se determinan preferiblemente por el médico en consideracion a los factores
identificados anteriormente.

Ademas de tratar enfermedades neovasculares preexistentes, los agentes iRNA de la invencién se pueden
administrar profilacticamente a fin de prevenir o ralentizar el comienzo de estos trastornos y trastornos relacionados.
En aplicaciones profilacticas, un iRNA de la invencién se administra a un paciente susceptible a o de otro modo con
riesgo de una enfermedad neovascular particular.

Los agentes iRNA presentados por la invencion se formulan preferiblemente como composiciones farmacéuticas
antes de administrarlas a un sujeto, segun técnicas conocidas en la técnica. Las composiciones farmacéuticas de la
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presente invencién se caracterizan como al menos estériles y libres de pirégenos. Como se usa aqui, “formulaciones
farmacéuticas” incluye formulaciones para uso humano y veterinario. Los métodos para preparar composiciones
farmacéuticas de la invencion estan dentro de la pericia en la técnica, por ejemplo como se describe en Remington’s
Pharmaceutical Science, 18% ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1990), y The Science and Practice of
Pharmacy, 2003, Gennaro et al.

Las presentes formulaciones farmacéuticas comprenden un agente iRNA de la invencion (por ejemplo, 0,1 a 90% en
peso), o una sal fisiolégicamente aceptable del mismo, mezclado con un medio portador fisiologicamente aceptable.
Los medios portadores fisioldgicamente aceptables preferidos son agua, agua tamponada, disolucién salina normal,
disolucion salina al 0,4%, glicina al 0,3%, acido hialurénico, y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden comprender excipientes y/o aditivos
farmacéuticos convencionales. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen estabilizantes, antioxidantes,
agentes que ajustan la osmolalidad, tampones, y agentes que ajustan el pH. Los aditivos adecuados incluyen
tampones fisioldgicamente biocompatibles (por ejemplo, hidrocloruro de trometamina), adiciones de quelantes (tales
como, por ejemplo, DTPA o DTPA-bisamida) o complejos de quelatos de calcio (como por ejemplo DTPA de calcio,
CaNaDTPA-bisamida), u, opcionalmente, adiciones de sales de calcio o de sodio (por ejemplo, cloruro de calcio,
ascorbato de calcio, gluconato de calcio o lactato de calcio). Las composiciones farmacéuticas de la invencién se
pueden envasar para uso en forma liquida, o se pueden liofilizar.

Para composiciones solidas, se pueden usar vehiculos solidos no téxicos convencionales; por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa,
sacarosa, carbonato de magnesio, y similar.

Por ejemplo, una composicién farmacéutica solida para administracién oral puede comprender cualquiera de los
vehiculos y excipientes enumerados anteriormente, y 10-95%, preferiblemente 25%-75%, de uno o mas agentes
iRNA de la invencién.

Por “formulacion farmacéuticamente aceptable” se quiere decir una composicién o formulacién que permite la
distribucién eficaz de las moléculas de acido nucleico de la actual invencion en la localizacion fisica mas adecuada
para su actividad deseada. Los ejemplos no limitantes de agentes adecuados para la formulacion con las moléculas
de acido nucleico de la actual invencion incluyen: inhibidores de P-glucoproteinas (tales como PluronicP85), que
pueden potenciar la entrada de farmacos en el SNC (Jolliet-Riant y Tillement, Fundam. Clin. Pharmacol, 13:16,
1999); polimeros biodegradables, tales como microesferas de poli(DL-lactida-coglicolida) para el suministro de
liberacidn sostenida. Otros ejemplos no limitantes de estrategias de suministro para las moléculas de acido nucleico
de la actual invencion incluyen material descrito en Boado et al., J. Pharm. Sci. 87:1308, 1998; Tyler et al., FEBS
Lett. 421:280, 1999; Pardridge et al., PNAS USA. 92:5592, 1995; Boado, Adv. Drug Delivery Rev. 15:73, 1995;
Aldrian-Herrada et al., Nucleic Acids Res. 26:4910, 1998; y Tyler et al., PNAS USA 96:7053, 1999.

También se describe el uso de la composicion que comprende liposomas modificados en la superficie que contienen
lipidos de poli(etilenglicol) (modificados con PEG, o liposomas de circulacion prolongada o liposomas sigilosos).
Estas formulaciones ofrecen un método para incrementar la acumulacién de farmacos en tejidos diana. Esta clase
de vehiculos farmacéuticos resiste la opsonizacion y eliminacién mediante el sistema fagocitico mononuclear (MPS
o RES), permitiendo de este modo tiempos de circulacidon sanguinea mas prolongados y una mejor exposicion tisular
al farmaco encapsulado (Lasic et al., Chem. Rev. 95:2601, 1995; Ishiwata et al., Chem. Phare. Bull. 43:1005, 1995).

Se ha demostrado que tales liposomas se acumulan selectivamente en tumores, presumiblemente mediante
extravasacion y captura en los tejidos diana neovascularizados (Lasic et al., Science 267:1275, 1995; Olcu et al.,
Biochim. Biophys. Acta 1238:86, 1995). Los liposomas de circulacion prolongada potencian la farmacocinética y
farmacodinamica de DNA y RNA, particularmente en comparacién con los liposomas catidnicos convencionales, que
se sabe que se acumulan en tejidos del MPS (Liu et al., J. Biol. Chem. 42:24864, 1995; Choi et al., Publicacién PCT
Internacional n°®° WO 96/10391; Ansell et al., Publicacion PCT Internacional n°®° WO 96/10390; Holland et al.,
Publicacion PCT Internacional n® WO 96/10392). Los liposomas de circulacién prolongada también protegen
igualmente a los farmacos de la degradacién por nucleasas en un mayor grado en comparacion con los liposomas
catiénicos, basandose en su capacidad para evitar la acumulacion en tejidos del MPS metabdélicamente agresivos
tales como el higado y el bazo.

También se describen composiciones preparadas para el almacenamiento o administracion, que incluyen una
cantidad farmacéuticamente eficaz de los compuestos deseados en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la técnica
farmacéutica, y se describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A. R.
Gennaro edit. 1985).

Por ejemplo, se pueden proporcionar conservantes, estabilizantes, colorantes y agentes saborizantes. Estos

incluyen benzoato de sodio, acido sorbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico. Ademas, se pueden usar
antioxidantes y agentes de suspension.
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Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion se pueden administrar a un sujeto en combinaciéon con
otros compuestos terapéuticos para incrementar el efecto terapéutico global. El uso de multiples compuestos para
tratar una indicaciéon puede incrementar los efectos beneficiosos a la vez que reduce la presencia de efectos
secundarios.

Como alternativa, ciertos agentes iRNA de la actual invencién se pueden expresar en células de promotores
eucariotas (por ejemplo, Izant y Weintraub, Science 229:345, 1985; McGarry y Lindquist, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83:399, 1986; Scanlon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10591, 1991; Kashani-Sabet et al., Antisense Res. Dev.
2:3, 1992; Dropulic et al., J. Virol. 66:1432, 1992; Weerasinghe et al., J. Virol. 65:5531, 1991; Ojwanget al., Proc.
Natl. Acad Sci. USA 89:10802, 1992; Chen et al., Nucleic Acids Res. 20:4581, 1992; Sarver et al., Science 247:1222,
1990; Thompson et al., Nucleic Acids Res. 23:2259, 1995; Good et al., Gene therapy 4:45, 1997). Los expertos en la
técnica sabran que cualquier acido nucleico se puede expresar en células eucariotas a partir del vector de DNA/RNA
apropiado. La actividad de tales acidos nucleicos se puede aumentar mediante su liberacion a partir del transcrito
primario mediante un acido nucleico enzimatico (Draper et al., PCT WO 93/23569, y Sullivan et al., PCT WO
94/02595; Ohkawa et al., Nucleic Acids Symp. Ser. 27:156, 1992; Taira et al., Nucleic Acids Res. 19:5125, 1991;
Ventura et al., Nucleic Acids Res. 21:3249, 1993; Chowrira et al., J. Biol. Chem. 269:25856, 1994).

Las moléculas de RNA de la presente invencion se pueden expresar a partir de unidades de transcripcion (véase,
por ejemplo, Couture et al., Trends in Genetics 12:510, 1996) insertadas en vectores de DNA o RNA. Los vectores
recombinantes pueden ser plasmidos de DNA o vectores viricos. Los vectores viricos que expresan agentes iRNA
se pueden construir basandose, pero sin limitarse a, en virus adenoasociados, retrovirus, adenovirus, o alfavirus.
Los constructos a base de Pol Il se pueden usar para expresar moléculas de acido nucleico de la invencién (véase,
por ejemplo, Thompson, patentes U. S. n° 5.902.880 y 6.146.886). Los vectores recombinantes capaces de
expresar los agentes iRNA se pueden suministrar como se describe anteriormente, y pueden persistir en células
diana. Como alternativa, se pueden usar vectores viricos que proporcionan expresion transitoria de moléculas de
acido nucleico. Tales vectores se pueden administrar de forma repetida segun sea necesario. Una vez expresado, el
agente iRNA interacciona con el mRNA diana y genera una respuesta RNA_i. El suministro de vectores que
expresan agentes iRNA puede ser sistémico, tal como mediante administracion intravenosa o intramuscular,
mediante administracion a células diana explantadas de un sujeto, seguido de la reintroduccién en el sujeto, o por
cualquier otro medio que permitiese la introduccién en la célula diana deseada (para un repaso, véase Couture et al.,
Trends in Genetics 12:510, 1996).

Las indicaciones oftalmicas adicionales para los agentes iRNA de la invencién incluyen retinopatia diabética
proliferativa (la etapa mas grave de retinopatia diabética), uveitis (una afeccion inflamatoria del ojo que conduce a
menudo a adema macular), edema macular cistoide tras cirugia de cataratas, degeneracidon midpica (una afeccion
en la que un paciente con un grado elevado de miopia desarrolla neovascularizacion coroidal), degeneracion
macular inflamatoria (una afeccion en la que un paciente con inflamacién en el area macular debido a infecciones u
otras causas desarrolla neovascularizacion coroidal), y neovascularizacion del iris (una complicacion seria de
retinopatia diabética u oclusion de la vena retiniana que implica crecimiento de nuevos vasos sanguineos sobre la
superficie del iris).

Las indicaciones no oftalmicas adicionales para los agentes iRNA de la invencion incluyen cancer, incluyendo, pero
sin limitarse a, cancer renal y de colon, y psoriasis. Los tumores sélidos y sus metastasis se basan en el crecimiento
de nuevos vasos sanguineos para su supervivencia.

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel, que provoca que las células de la piel crezcan
demasiado rapidamente, dando como resultado parches blancos o rojos gruesos de piel. Los datos preclinicos y
clinicos sugieren que el crecimiento de vasos sanguineos y la fuga de vasos sanguineos inducidos por VEGF
desempefian un papel en el desarrollo de esta afeccion.

La invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no se deberian interpretar como
limitantes adicionalmente.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Disefio de siRNA

Se identificaron cuatrocientas secuencias diana con los exones 1-5 de la secuencia de mRNA de VEGF-A121
(véase la Tabla 1, SEC ID NOs 2-401), y los siRNAs correspondientes que las seleccionan como dianas se
sometieron a un cribado bioinformatico.

Para asegurar que las secuencias fueron especificas para la secuencia de VEGF y no para secuencias de cualquier
otro gen, las secuencias diana se comprobaron frente a las secuencias en Genbank usando el motor de busqueda
BLAST proporcionado por NCBI. El uso del algoritmo BLAST se describe en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403,
1990; y Altschul y Gish, Meth. Enzymol. 266:460, 1996.

También, los siRNAs se priorizaron en busca de su capacidad para reaccionar de forma cruzada con secuencias de
VEGF de mono, de rata y de ser humano.
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De estas 400 secuencias diana potenciales, se seleccionaron 80 para el andlisis mediante cribado experimental, a
fin de identificar un pequefio nimero de candidatos principales. Se disefié un total de 114 moléculas de siRNA para
estas 80 secuencias diana 114 (Tabla 2).

Ejemplo 2: Sintesis de los oligonucleétidos de siRNA

Se sintetizd RNA en sintetizadores Expedite 8909, ABI 392 y ABI394 (Applied Biosystems, Applera Deutschland
GmbH, Frankfurter Str. 129b, 64293 Darmstadt, Alemania) a una escala de 1 pmol empleando un soporte sélido
CPG y Expedite RNA phosphoramidites (ambos de Proligo Biochemie GmbH, Georg-Hyken-Str.14, Hamburg,
Alemania). Se obtuvieron reactivos auxiliares de Mallinckrodt Baker (Im Leuschnerpark 4:64347 Griesheim,
Alemania). Los enlaces de fosforotioato se introdujeron mediante sustituciéon de la disolucién del oxidante yodo por
una disolucion del reactivo de Beaucage en acetonitrilo (5% en peso por volumen).

La escision de los oligorribonucleétidos a partir del soporte sélido, y la desproteccion de las bases, se logré con una
mezcla 3:1 (v/v) de metilamina (41%) en agua y metilamina (33%) en etanol. La 2’-desililacion se llevé a cabo segun
procedimientos consolidados (Wincott et al., Nucleic Acids Res. 23:2677-2684, 1995). Los oligorribonucleétidos
brutos se purificaron mediante HPLC de intercambio aniénico usando una columna de 22 x 250 mm DNAPac PA 100
con tampén A que contiene 10 mM de NaClOg, Tris 20 mM, pH 6,8, urea 6 M, y con tampdn B que contiene NaClO4
400 mM, Tris 20 mM, pH 6,8, urea 6 M. El caudal fue 4,5 ml/min., partiendo de 15% de Tampén B, que se
incremento hasta 55% durante 45 minutos.

Los compuestos purificados se caracterizaron mediante LC/ESI-MS (LC: Ettan Micro, Amersham Biosciences
Europe GmbH, Munzinger Strasse 9, 79111 Freiburg, Alemania, ESI-MS: LCQ, Deca XP, Thermo Finnigan, Im
Steingrund 4-6, 63303 Dreieich, Alemania) y electroforesis capilar (P/ACE MDQ Capillary Electrophoresis System,
Beckman Coulter GmbH, 85702 UnterschleiBheim, Alemania). La pureza de los oligorribonucleétidos aislados fue al
menos 85%.

Los rendimientos y concentraciones se determinaron mediante absorcion de UV de una disolucién del RNA
respectivo a una longitud de onda de 260 nm usando un espectrofotometro. RNA bicatenario se generé mezclando
una disoluciéon equimolar de hebras complementarias en tampén de hibridacion (fosfato de sodio 20 mM, pH 6,8;
cloruro de sodio 100 mM), calentando en un bafio de agua a 85-90°C durante 3 minutos, y enfriando hasta la
temperatura ambiente durante un periodo de 3-4 horas. El RNA se mantuvo a -20°C hasta el uso.

Ejemplo 3: Cribado de eficacia de siRNAs

Usando dos cribados de eficacia, el siRNA de VEGF se cribd en busca de su capacidad para convertirse en
candidato principal. La Tabla 2 muestra las eficiencias relativas de algunos de los siRNAs en su capacidad para
inhibir la expresion de un gen de VEGF enddgeno. En este proceso, el nimero de siRNAs candidatos se aventé. Se
cultivé una estirpe de células epiteliales humanas Hela o ARPE-19 (estirpe de células epiteliales de pigmento
retiniano humanas con propiedades diferenciadas (Dunn et al., Exp. Eye Res. 62:155, 1996) en placas de 96 pocillos
(17.000 células/pocillo) en 100 pl de suero fetal bovino al 10% en Medio de Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM).
Cuando las células alcanzaron una confluencia de aproximadamente 90% (aproximadamente 24 horas mas tarde),
se transfectaron con diluciones de tres veces en serie de siRNA, partiendo de 20 nM. Se usaron 0,4 pul de reactivo de
transfeccion Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) por pocillo, y las transfecciones se
llevaron a cabo segun el protocolo del fabricante. A saber, los complejos de siRNA:Lipofectamine™ 2000 se
prepararon segun lo siguiente. Se diluy6 la cantidad apropiada de siRNA en Medio Sérico Reducido Opti-MEM 1 sin
suero, y se mezclé suavemente. La Lipofectamine™ 2000 se mezclé suavemente antes del uso, y después, para
cada pocillo de una placa de 96 pocillos, se diluyeron 0,4 ul en 25 ul de Medio Sérico Reducido Opti-MEM | sin
suero, y se mezclé suavemente y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion
durante 5 minutos, se combiné 1 pl del siRNA diluido con la Lipofectamine™ 2000 diluida (el volumen total es 26,4
ul). El complejo se mezcld suavemente y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir que se
formasen los complejos de siRNA:Lipofectamine™ 2000. Después, se anadieron 100 ul de suero fetal bovino al 10%
en DMEM a cada uno de los complejos de siRNA:Lipofectamine™ 2000, y se mezclé suavemente moviendo la placa
hacia delante y hacia atras. Se anadieron 100 ul de la mezcla anterior a cada pocillo que contiene las células, y las
placas se incubaron a 37°C en una incubadora de CO; durante 24 horas, después el medio de cultivo se retird, y se
afnadieron 100 pl de suero fetal bovino al 10% en DMEM. Después del cambio del medio, se recogié medio
acondicionado a las 24 horas (células HelLa) o a las 72 horas (células ARPE-19), y se llevé a cabo un ELISA de
VEGF humano usando el kit DuoSet human VEGF ELISA Development kit (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN
55413). Este kit contiene el componente basico requerido para el desarrollo de ELISAs de tipo sandwich para medir
VEGF humano natural y recombinante en sobrenadantes de cultivo celular y suero.

Los materiales usados incluyeron:

Anticuerpo de captura — 576 pg/ml de anticuerpo de cabra anti-VEGF humano cuando se reconstituye con
0,25 ml de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaaHPO4 8,1 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,2-7,4, filtrado con filtro
de 0,2 um). Después de la reconstitucion, se almacen6 a 2-8°C durante un tiempo de hasta 60 dias, o se
repartié en alicuotas y se almacend a -20°C a -70°C en un congelador descongelador manual durante un
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tiempo de hasta 6 meses. Se diluy6 hasta una concentraciéon de trabajo de 0,8 ug/ml en PBS sin proteina
portadora.

Anticuerpo de deteccion — 4,5 pg/ml de anticuerpo de cabra biotinilado anti-VEGF humano cuando se
reconstituye con 1,0 ml de Diluyente Reactivo (seroalbumina bovina al 1% en PBS, pH 7,2-7,4, filtrado con
filtro de 0,2 um. Después de la reconstitucion, se almacend a 2-8°C durante un periodo de hasta 60 dias, o se
repartié en alicuotas y se almacend a -20°C a -70°C en un congelador descongelador manual durante un
periodo de hasta 6 meses. Se diluyd hasta una concentracion de trabajo de 25 ng/ml en Diluyente Reactivo.

Patron: 110 ng/ml de recombinante cuando se reconstituye con 0,5 ml de Diluyente Reactivo. Se permitié al
patron descansar durante un minimo de 15 minutos con agitacion suave antes de obtener las diluciones. El
Patron reconstituido se puede almacenar a 2-8°C durante un periodo de hasta 60 dias, o se puede repartir en
alicuotas y se puede almacenar a -20°C a -70°C en un congelador descongelador manual durante un periodo
de hasta 6 meses. Se recomienda una curva estandar de siete puntos usando diluciones en serie de 2 veces
en Diluyente Reactivo, y un patrén elevado de 4000 pg/ml.

Estreptavidina-HRP: 1,0 ml de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante. Se almacen6 a 2-
8°C durante un periodo de hasta 6 meses. Se diluydé hasta la concentracion de trabajo especificada en la
etiqueta del vial.

Se sigui6 el protocolo general de ELISA (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN).

Los controles incluyeron nada de siRNA, siRNA de VEGF humano (Cand5, (antiguamente hVEGF5) Reich et al., Mol
Vis. 9:210, 2003) y un siRNA que empareja una secuencia de 21 nt conservada entre el VEGF humano, de rata y de
raton (VEGF hrm, Filleur et al., Cancer Res. 63:3919-3922, 2003).

Las actividades de los siRNAs se compararon con la actividad del siRNA de VEGF humano de control de Reich et al.
(mas arriba), representando “+” una actividad mas baja, representando “++” actividad similar y representando “+++”
una actividad mas elevada que siRNA de VEGF humano de control (Tabla 2). La FIG. 2 muestra las actividades de
siRNAs de salientes individuales y dobles en células HelLa. Las lineas continuas con simbolos negros representan el
siRNA con un solo saliente, las lineas continuas con simbolos blancos representan los siRNAs con salientes dobles;
las lineas discontinuas representan los siRNAs de control. Todos los siRNAs son mas activos que los siRNAs de
control, y pueden inhibir la expresion de VEGF en aproximadamente 80%. Por el contrario, el siRNA de Reich et al.
(mas arriba) redujo el nivel de hVEGF enddgeno en aproximadamente 20% en las mismas condiciones
experimentales. De forma similar, en las mismas condiciones experimentales, el siRNA a base de hrmVEGF de la
secuencia de consenso (Filleur et al., mas arriba) redujo el nivel de expresion en aproximadamente 45%.

La FIG. 3 muestra las actividades de siRNAs de un solo saliente y de saliente doble en células ARPE-19. Las lineas
continuas con simbolos negros representan el siRNA de un solo saliente, las lineas continuas con simbolos blancos
representan los siRNAs con salientes dobles; las lineas discontinuas representan los siRNAs de control. Todos los
siRNAs son mas activos que los siRNAs de control, y pueden inhibir la expresién de VEGF en aproximadamente
90%. Por el contrario, el siRNA de Reich et al. (Mol. Vis. 9:210, 2003) redujo el nivel de hVEGF en aproximadamente
35% en las mismas condiciones experimentales. De forma similar, en las mismas condiciones experimentales, el
siRNA basado en hrmVEGF de la secuencia de consenso (Filleur et al., mas arriba) redujo el nivel de expresion en
aproximadamente 70%.

Las FIGs. 4 y 5 muestran los resultados de una comparacién de los siRNAs de un solo saliente y de dos salientes
con sus siRNAs analogos con extremos romos, respectivamente, en células HelLa. Los resultados estan de acuerdo
con los datos de Elbashir et al. (Genes & Development 15:188, 2001), por cuanto la presencia de un saliente en un
siRNA confiere una mayor eficiencia en la inhibicién del silenciamiento génico. Sin embargo, es importante sefalar
que la actividad de los siRNAs de extremos romos es comparable a los resultados logrados usando los siRNAs de
control.

Ejemplo 4: Ensayo in vitro para el silenciamiento de la sintesis de VEGF en condiciones hipoxicas

Se cultivaron células HelLa humanas en placas de 96 pocillos a 10.000 células/pocillo en 100 pl de medio de
crecimiento (FBS al 10% en DMEM). 24 horas después de la siembra de las células, cuando las células alcanzaron
una confluencia de aproximadamente 50%, se transfectaron con diluciones de tres veces en serie de siRNA,
partiendo de 30 nM. Se usaron 0,2 ul de reactivo de transfecciéon Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen Corporation,
Carlsbad CA) por pocillo, y las transfecciones se llevaron a cabo como se describe en el inserto del producto de
Invitrogen. Los controles incluyeron nada de siRNA, siRNA de VEGF humano (Reich et al., Mol. Vis. 9:210, 2003) y
un siRNA que empareja una secuencia de 21 nt conservada entre el VEGF humano, de rata y de ratén (hrmVEGF,
Filleur et al., Cancer Res. 63:3919-3922, 2003). Las transfecciones se realizaron por duplicado en cada placa.
Adicionalmente, las placas duplicadas se transfectaron de manera que 24 horas después de la transfecciéon se
pudiesen cambiar los medios de crecimiento y una placa se pudiese mantener en condiciones normales de
crecimiento con oxigeno (37°C, 5% de CO2, 20% de oxigeno) y la placa duplicada se pudiese mantener en
condiciones hipoxicas (37°C, 1% de oxigeno, el resto nitrdgeno). Las condiciones hipdxicas se mantuvieron usando
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un Pro-ox Oxygen Controller (BioSpherix, Ltd., Redfield, NY) unido a la camara de cultivo in vitro Pro-ox. Las células
se mantuvieron en condiciones normoxicas o hipéxicas durante 24 horas después del cambio de los medios. El
medio de cultivo acondicionado se recogié entonces de ambas placas y se ensayd para determinar los niveles
segregados de VEGF en un DuoSet VEGF ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN). Los ensayos se llevaron a cabo
segun el protocolo del fabricante, y como se describe en el Ejemplo 2.

Para hipoxia quimicamente inducida por deferoxamina, se usaron 130 uM de deferoxamina (Sigma D9533). Se
afnadié deferoxamina al medio de crecimiento reciente, 24 horas después de la transfeccién. Las células tratadas
con deferoxamina se hicieron crecer entonces en condiciones normales de crecimiento (37°C, 5% de CO,, 20% de
oxigeno).

La FIG. 6 muestra los resultados obtenidos con los siRNAs (tanto siRNAs de un solo saliente como siRNAs de dos
salientes) dirigidos contra las regiones de ORF que tienen los primeros nucleétidos que corresponden a 319 y 343
respectivamente, junto con los siRNAs de control. En condiciones hipoxicas, ya sea 1% de oxigeno (FIG. 6B) o 130
uM de deferoxamina (FIG. 6C), tres de los siRNAs experimentales lograron casi un 95% de inhibicion de la
expresion de VEGF, a saber, AL-DP-4094 (un solo saliente) dirigido a ORF 343, y ambos siRNAs (un solo saliente y
dos salientes) dirigidos a ORF 319. Los siRNAs de control de Reich et al (mas arriba) y de Filleur et al. (mas arriba)
demostraron una capacidad para inhibir la expresion de VEGF en 45% y 85% respectivamente.

Las FIGs. 8A y 8B muestran los resultados obtenidos con los siRNAs AL-DP-4014, una versién modificada con
fosforotioato de AL-DP-4014 (AL-DP-4127, véase la Tabla 3) y una version de AL-DP-4014 (AL-DP-4140, véase la
Tabla 5). Tanto en condiciones normales como hipéxicas, el siRNA sin modificar (AL-DP-4014) y el siRNA
modificado con fosforotioato (AL-DP-4127) redujeron la expresiéon de VEGF enddégena a 20% de su nivel de
expresion original. En condiciones hipdxicas, el siRNA modificado con fosforotioato anulé esencialmente la
expresion de VEGF.

Ejemplo 5: Las moléculas de siRNA de VEGF modificadas retienen actividad completa y muestran una
estabilidad potenciada

Se obtuvieron derivados de fosforotioato para el AL-DP-4014, que tiene como diana a ORF 319 de VEGF, y se
presentan en la Tabla 3. Estos siRNAs se ensayaron en un ensayo de células HelLa descrito en el Ejemplo 3, y la
FIG. 7 muestra que estos derivados son tan activos en el ensayo HeLa como el siRNA sin modificar.

Se sintetizd un panel de siRNAs que retuvo la secuencia del siRNA AL-DP-4094 (Tabla 1) pero incluyé diferentes
modificaciones que incluyen enlaces de fosforotioato, nucleétidos modificados con O-metilo, y nucledtidos
modificados con 2’-fluoro (Tabla 4). El panel de siRNAs se ensayé en células Hela, y las FIGs. 9A-9E demuestran
que todas las versiones modificadas del siRNA AL-DP-4094 redujeron efectivamente la expresion de VEGF en mas
de 90%, mostrando una mayor eficacia que cualquiera de los dos siRNAs de VEGF previamente identificados
(“Acuity” in Reich et al. (mas arriba), y “Filleur” en Filleur et al. (mas arriba)). La FIG. 10 muestra también datos de
ensayos in vitro en células Hela. La grafica en la FIG. 10 muestra que el siRNA AL-DP-4094 sin modificar y un
siRNA AL-DP-4004 modificado con fosforotioato (AL-DP-4219) redujeron la expresion de VEGF en mas de 70%
(FIG. 10). Las versiones mezcladas del compuesto AL-DP-4094 (por ejemplo, AL-DP-4216 y AL-DP-4218
(secuencias mostradas mas abajo; los nucledtidos subrayados representan nucledtidos desemparejados en
comparaciéon con AL-DP-4094)) no inhibieron la expresion de VEGF. Un siRNA que tiene como diana el gen de
luciferasa de luciérnaga (AL-DP-3015; véase mas abajo) tampoco inhibié la expresion de VEGF.

AL-DP-4216 AL4094 Ml s 5-GCACAUUGGACAGUUGUGGUU-3’ SEC ID n°: 1065
AL4094 Ml as  ‘3-GUCGUGUAACCUGUCAACACCAA-5 SEC ID n°: 1064
AL-DP-4218 AL4094 M5s  5-GCACAUAGAAGUGACGCGCUU-3’ SEC ID n°: 1062
AL4094 M5 as ‘3-GUCGUGUAUCUUCACUGCGCGAA-5 SEC ID n°: 1063
AL-DP-3015 5-GAACUGUGUGUGAGAGGUCCU-3’ SEC ID n°: 830
‘3-CGCUUGACACACACUCUCCAGGA-5 SEC ID n°: 831

Se llevo a cabo la técnica Stains-All (Sigma, St. Louis, MO) para examinar la estabilidad de los siRNAs modificados.
Para llevar a cabo el ensayo, se incubd un duplex de siRNA en suero humano al 90%, a 37°C. Las muestras de la
mezcla de reaccién se paralizaron en diversos puntos de tiempo (a 0, 0,25, 1, 2, 4, y 24 horas) y se sometieron a
electroforesis en gel de poliacrilamida. La escision del RNA a lo largo del tiempo proporciond informacién con
respecto a la susceptibilidad del duplex de siRNA a la degradacion por nucleasas del suero.

Se encontré6 que las modificaciones O-metilica y 2'fluoro, usadas en combinacién con modificaciones de
fosforotioato, potencian la estabilidad en un grado mayor que cuando las modificaciones de fosforotioato se usan
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solas. Por ejemplo, las versiones modificadas del siRNA AL-DP-4094 incluyeron un siRNA modificado con
fosforotioato (AL-DP-4198), siRNAs modificados con fosforotioato mas O-metilo (por ejemplo, AL-DP-4180, AL-DP-
4175, y AL-DP-4220), y siRNAs modificados con fosforotioato mas O-metilo mas 2'-fluoro (por ejemplo, AL-DP-4197
y AL-DP-4221) (Tabla 4). Se encontrd que los siRNAs AL-DP-4180, AL-DP-4175, y ALDP-4197 son mas estables en
suero humano que el siRNA AL-DP-4198. Se determiné que la modificacion con fosforotioato estabilizé los siRNAs
frente a la degradacion exonucleolitica, y las modificaciones de O-metilo y 2’-fluoro estabilizaron a los siRNAs frente
a la degradacion endonucleolitica.

Ejemplo 6: Ensayo de estabilidad in vitro de siRNAs de VEGF en diferentes tejidos oculares y suero de rata
1. Preparacion de homogenados tisulares

Se cortaron tejidos de ojos completos, retinas, y humores vitreos reunidos procedentes de al menos tres ratas, y se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido. El tejido congelado se pulverizd sobre hielo seco, usando
instrumentos que se enfriaron previamente en hielo seco. Se afiadié 1 ml de tampoén RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
NaCl 150 mM, Na2EDTA 1 mM, desoxicolato sédico al 0,5% acido desoxicdlico, 1% de IGEPAL CA-630, 0,05% de
SDS) al polvo de tejido congelado, y la mezcla se mezclé a conciencia y de forma vigorosa. El homogenado se
centrifugé a 10.000 x g durante 5 min. a 4°C, y se desechd el pelete. Se transfirieron alicuotas de 100 ul del
sobrenadante a tubos de microcentrifugadora previamente enfriados, y se almacendé a -70°C o se usé
inmediatamente en el ensayo de estabilidad.

2. Marcaje del extremo 5 de siRNA monocatenario sentido o antisentido usando T4 polinucleétido cinasa y y32P-ATP
Se usaron los siguientes reactivos:

T4 Polinucleétido Cinasa (PNK) 10 unidades/ul (New England Biolabs, Beverly, MA)

10X tampon de T4 PNK (Tris-HCI 700 mM, MgCl, 100 mM, ditiotreitol (DTT) 50 mM, pH 7,6)

Gamma-32p-ATP (PerkinElmer, Shelton, CT) 250 uCi, 3000 Ci/mmol (3,3 uM)

Lotes madre de 10 uM de RNA oligo sintético diluido en H,O

Columnas Microspin Sephadex™ G-25 (Amersham Biosciences

Agua libre de RNAsa y 0,65 ml tubos de microcentrifugadora (1,5 ml)

Una reaccion de cinasa de 25 pl contenia:

2,5 ul de lote de 10 uM sentido o antisentido (conc. final 1 uM)
2,5ul 10X Tampén PNK (1X)

1,5 ul yszATP (aproximadamente 0,2 nM)

1,0 ul 10 unidades/ul T4 PNK (10 unidades)

17,5 nl dH20

La mezcla de reaccion se incubé a 37°C durante 1 hora (bafio de agua) antes de fraccionar el siRNA marcado a
través de las columnas Sephadex™ G-25 giratorias (Amersham). Se usaron 0,5 ul para determinar el nimero de
recuentos por minuto (cpm)/ml de la muestra radiomarcada.

3. Escalera de la hidrdlisis parcial alcalina de siRNA monocatenario radiomarcado

Para generar una muestra de marcadores de tamafio, se sometié una porcién del siRNA marcado en el extremo 5’
con y*P a hidrdlisis alcalina segun lo siguiente:

se incubaron 30 ul de reaccion de hidrélisis que contiene 2,5 ul de siRNA marcado en el extremo 5’ (sentido o
antisentido), 6,0 ul de 0,5 M de Na;CO3/NaHCO3 (pH 9,5), 1,5 ul de tRNA 10 mg/ml, y 20,0 ul de dH20 a
90°C durante 7,5 min., después se enfrid en hielo o a 4°C. Para el analisis electroforético en gel, se usaron 30
ul de formamida al 90%, Na;EDTA 50 mM, DTT 10 mM, y XC&BB (xileno cianol y azul de bromofenol), de los
cuales se us6 1 ul + 4 ul de colorante de formamida.

4. Hibridacion de duplex de siRNA de mezcla madre 1 uM radiomarcado
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Se prepararon 30 pl de mezcla madre 1 uM de diferentes duplex de siRNA, en los que la hebra sentido o la hebra
antisentido estaba radiomarcada.

Las muestras se calentaron a 90°C durante 2 min., y después se incubaron a 37°C durante 1 hora, y después se
almacenaron a -20°C hasta que se usaron.

5. Control de calidad del duplex de siRNA:

Las muestras del duplex de siRNA se analizaron mediante electroforesis a través de poliacrilamida al 15% en gel de
Tris-borato, EDTA (TBE). La electroforesis se llevé a cabo a 150V durante 1 hora antes de hacer pasar las muestras.
Las muestras se prepararon mezclando 0,5-1 ul de duplex de siRNA o monocatenario, 3-3,5 ul de 0,5X TBE, 1 ul de
5X colorante de carga nativo (volumen total = 5 pl).

6. Reacciones de estabilidad

Se afiadieron 2 ul de duplex de siRNA a 18 ul de suero o lisado tisular o control de tampdén en tubo de PCR (0,2 ml).
Una muestra en el punto de tiempo cero se retiré inmediatamente tras la adicién del duplex de siRNA eliminando 2 pl
y afiadiéndolos a 18 pl de formamida al 90%, EDTA 50 mM, DTT 10 mM y xileno cianol y azul de bromofenol (XC &
BB). Se retiraron otras muestras después de 15 min., 30 min., 1 hora, 2 horas, y 4 horas, y se trataron de forma
similar. Estas muestras se almacenaron en una placa de 96 pocillos. En algunos experimentos, los puntos de tiempo
se extendieron a 8, 24 y 48 horas. Los puntos de tiempo de las muestras para el tampdn (disoluciéon salina
tamponada con fosfato, PBS, 1X PBS de trabajo que contiene cloruro de sodio 0,14 M, cloruro de potasio 0,003 M,
fosfato de potasio 0,002 M, fosfato de sodio 0,01 M) se tomaron a cero y en el ultimo punto de tiempo del
experimento. Las muestras se analizaron mediante electroforesis a través de geles de poliacrilamida al 20%
(previamente pasadas a 75 W durante 1 hora) en 1 X TBE (10 X = Tris 890 mM, acido bérico 890 mM, EDTA 20 mM,
pH 8,0). El gel se transfirié a un casete de fosforoimagen, se cubrié con una pantalla potenciadora y se barrié tras
exposicion durante toda la noche.

El analisis en gel de poliacrilamida indicé que el entorno ocular contiene unas pocas menos nucleasas que el suero
humano. El ensayo de la forma sin modificar del siRNA de VEGF AL-DP-4014 para determinar la estabilidad en el
extracto de ojo de rata reveld solamente la presencia de actividad de exonucleasa. En suero humano, los
experimentos con AL-DP-4127 y -4140 (Tablas 4 y 5) indicaron que las modificaciones de fosforotioato modificadas
terminalmente protegieron contra la degradacion exonucleolitica pero no contra la actividad endonucleolitica. Estos
resultados fueron consistentes con experimentos llevados a cabo en extractos de ojo completo de rata. Los
derivados de fosforotioato AL-DP-4127 y -4140, terminalmente modificados, se estabilizaron frente a la actividad de
exonucleasas, en comparacion con el siRNA AL-DP-4014 sin modificar y el siRNA Cand5 sin modificar (Reich et al.
(mas arriba)). Sin embargo, los siRNAs -4127 y -4140 todavia se sometieron a degradacién endonucleolitica.

Las modificaciones al compuesto principal AL-DP-4094 estabilizé al siRNA frente a la degradacion exonucleolitica y
endonucleolitica. El siRNA modificado con fosforotioato AL-DP-4198 se degradd en un grado similar al compuesto
4094 sin modificar, pero la adicion de modificaciones O-metilicas, como en AL-DP-4180 y AL-DP-4220, estabilizo los
siRNAs en extractos de ojo completo de rata.

De forma importante, los siRNAs fueron generalmente mas estables en lisados de retina de rata que en los extractos
de ojo completo de rata descritos anteriormente. Ni el siRNA AL-DP-4094 sin modificar, ni los siRNAs modificados
AL-DP-4198, -4180, o0 -4220 se degradaron en los lisados de retina.

Ejemplo 7. Los sitios sensibles a endonucleasas se cartografiaron en siRNA AL-DP-4094

La estabilidad del siRNA AL-DP-4094 se examin6 mediante la técnica Stains-All y técnicas de radiomarcado tras la
incubacién en suero humano (véase anteriormente). Estos ensayos revelaron susceptibilidad a exo- y
endonucleasas. Para examinar el perfil del fragmento del siRNA tras la incubacion en suero, se us6 RP-HPLC FIG.
11.

Tras la incubacién del siRNA -4094 en suero humano, los fragmentos se extrajeron con fenol-cloroformo y se
precipitaron, y después se sometieron a analisis de LC/MS. La FIG. 12 describe los fragmentos identificados y las
caracteristicas asociadas.

Ejemplo 8: Estudio detallado de las modificaciones a siRNAs que tienen como diana a VEGF (Tabla 6)

Se sintetizaron y evaluaron ocho patrones diferentes importantes de modificacion quimica de los duplex de siRNA
que tienen como diana al MRNA de VEGF (Tabla 6). Las modificaciones de azucar de ribosa usadas fueron 2’-O-
metilo (2’OMe) o 2'-fluoro (2'F). Tanto las pirimidinas (Py) como purinas (Pu) se pudieron modificar como se
proporciona en la Tabla 6.

Los primeros cuatro patrones (A-D) incorporaron 2’0OMe en ambas hebras en cualquier otra posicidon. Se sintetizaron
cuatro configuraciones: 1) en cada posicion par en la hebra sentido y en cada posicion impar en la hebra antisentido,
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2) en cada posicion impar en la hebra sentido y en cada posicion par en la hebra antisentido, 3) en las posiciones
pares en ambas hebras, y 4) en las posiciones impares en ambas hebras.

El quinto patrén (E) incorporé la modificacién 2’OMe en todos los nucleétidos pirimidinicos tanto en la hebra sentido
como antisentido del duplex.

El patrén F incluyd los duplex con modificaciones 2’0OMe solamente en pirimidinas en dinucledtidos 5-PyPu-3’,
especialmente so6lo en los sitios UA, CA, UG (ambas hebras).

En el patron G, los duplex tuvieron la modificacion 2’F en pirimidinas de la hebra antisentido y las modificaciones
2’0OMe en pirimidinas en la hebra sentido.

El patrén (H) tuvo hebras antisentido con pirimidinas modificadas con 2'F en los dinucledtidos 5’-PyPu-3’, sélo en los
sitios UA, CA, UG (ambas hebras), y tuvo hebras sentido con modificaciones 2’OMe sdélo en pirimidinas en
dinucledtidos 5’-PyPu-3’, sélo en los sitios UA, CA, UG (ambas hebras).

A-D 2’-OMe completamente alternos (ambas hebras)

Cuatro configuraciones: par/impar; impar/par; par/par; impar/impar
2'0OMe Py (ambas hebras)

2’0OMe Py solo en los sitios UA, CA, UG (ambas hebras)

2'0OME todas las Py (sentido)

2'F todas las Py (antisentido)

2'0OME Py sélo en los sitios UA, CA, UG (antisentido)
2'F Py solo en los sitios UA, CA, UG (antisentido)

Se ensayaron 17 duplex de VEGF progenitores diferentes de la Tabla 2

T @ T m

1. Evaluacion de la estabilidad en suero de los duplex de siRNA

Se incubaron duplex de siRNA 2 uM (concentracion final) en suero humano reunido al 90% a 37°C. Las muestras se
paralizaron en hielo seco después de 30 minutos, 4 horas, y 24 horas. Para cada secuencia de siRNA, se incub6
una muestra a la misma concentracién en ausencia de suero (en PBS) a 37°C durante 24 horas. Después de que
todas las muestras se paralizaron, se extrajo RNA usando fenol:cloroformo, y se concentré mediante precipitaciéon
con etanol. Las muestras se secaron al aire y se resuspendieron en un tampoén de carga desnaturalizante. Un tercio
de cada punto de tiempo se analizé en un gel de acrilamida al 20% (19:1), urea 7 M, 1XTBE, que se hizo pasar a
60°C. El RNA se visualizo tifiendo con la disolucion Stains-All. Se realizé una evaluacion cualitativa de la estabilidad
de cada siRNA modificado mediante comparacioén con el siRNA sin modificar progenitor para cada conjunto de
duplex. Los controles de PBS sirvieron como marcadores para la calidad del siRNA de entrada.

2. Estabilidad de quimicas modulares de VEGF

Se cribaron cuatro quimicas modulares: 1) todas las pirimidinas sustituidas con 2’-O-metilo (220OMe) en las hebras
tanto sentido como antisentido, 2) pirimidinas en los pares UA, UG, CA, sustituidas con 2’0OMe en las hebras tanto
sentido como antisentido, 3) todas las pirimidinas sustituidas con 2’OMe en la hebra sentido, y con 2’-fluoro (2'F) en
la hebra antisentido, 4) pirimidinas en los pares UA, UG, CA, sustituidas con 2’0OMe en la hebra sentido y con 2°F en
la hebra antisentido. En total, se cribaron 85 siRNAs, incluyendo los duplex progenitores sin modificar mas las cuatro
quimicas modulares.

De los 85 siRNAs cribados, 35 fueron estables durante al menos 24 horas segun se evalué mediante comparacion
visual con los duplex sin modificar progenitores. Estos 35 duplex tuvieron 2’0OMe pirimidinas en ambas hebras o
2'0OMe pirimidinas en la hebra sentido y 2'F en la hebra antisentido (quimicas 1 y 3 anteriores). De los duplex con un
menor numero de restos modificados, sélo cinco tuvieron al menos ~50% de material de longitud completa que
queda en el punto de tiempo de 4 horas, en comparacion con su progenitor sin modificar.

La sustitucion de todas las pirimidinas con 2’0OMe o 2’F protege a los siRNAs de la degradacion con nucleasas del
suero durante ~24 h en suero humano al 90% a 37°C. Los duplex protegidos tuvieron apenas 85%-100% de material
de longitud completa que queda a las 24 horas, en comparacién con el duplex incubado en ausencia de suero. La
modificacion minima de pirimidinas en los pares dinucleotidicos UA, UG y CA sdlo estabilizé varios siRNAs con
respecto a su progenitor sin modificar, pero no estabilizé suficientemente la resistencia a nucleasas a largo plazo.
Algunos sitios potenciales de RNasa A no se protegieron mediante metilacion (YpN, por ejemplo UC, UU), y ésta es
probablemente la razén para la menor resistencia a endonucleasas del suero.

3. Analisis de la actividad de los duplex
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Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HeLa como se describe
anteriormente. La Tabla 6 y las Figuras 13-29 proporcionan un sumario y graficas de las actividades de los duplex en
células HelLa para cada una de las modificaciones descritas anteriormente.

Sintesis de los agentes iRNA
Sintesis de RNA usando mondmeros de desproteccion “rapida”
1. Sintesis de RNA

Se sintetizaron oligorribonucleétidos usando tecnologia de fosforamidito sobre fase sélida empleando un sintetizador
AKTA 10 (Amersham Biosciences) a escalas que oscilan desde 35 hasta 60 umoles. La sintesis se llevo a cabo
sobre soportes sélidos hechos de vidrio de poro controlado (CPG, 520 A, con una carga de 70 pmoles/g) o
poliestireno (con una carga de 71 umoles/g). Todos los amiditos se disolvieron en acetonitrilo anhidro (70 mM), y se
afiadieron tamices moleculares (3 A). Como disolucion activadora, se usé 5-etiltiotetrazol (ETT, 600 mM en
acetonitrilo). Los tiempos de acoplamiento fueron 8 minutos. La oxidacion se llevé a cabo con una mezcla de
yodo/agua/piridina (50 mM/10%/90% (v/v)) o empleando una disolucion 100 mM de 3-etoxi-1,2,4-ditiazolin-5-ona
(EDITH) en acetonitrilo anhidro a fin de introducir enlaces de fosforotioato. Se usaron reactivos de protecciéon con
tapa estandar. Se conjugd colesterol a RNA via el extremo 5’ o 3’ de la hebra sentido comenzando a partir de un
CPG modificado con colesterol (descrito mas abajo) usando un enlazador de hidroxiprolinol. El grupo protector DMT
se eliminé del RNA conjugado al colesterol, pero el DMT se dejé en el RNA sin conjugar, para facilitar la purificacion.

2. Escision y desproteccion de oligonucleétido unido al soporte

Tras la sintesis en fase solida, el RNA se escindi6 del soporte haciendo pasar 14 ml de una mezcla 3:1 (v/v) de
metilamina al 40% en agua y metilamina en etanol a través de la columna de sintesis durante un periodo de tiempo
de 30 min. Para el RNA conjugado a colesterol, la relaciéon de metilamina en agua a metilamina en etanol fue 1:13.
El eluyente se dividié en cuatro viales de 15 ml con tapa de rosca, y se calentd hasta 65°C durante 30 min.
adicionales. Esta disolucion se secé subsiguientemente a presion reducida en un concentrador centrifugo. El residuo
en cada vial se disolvié en 250 ul de N-metilpirrolidin-2-ona (NMP), y se afiadieron 120 pl de trietilamina (TEA) y 160
ul de TEA-3HF. Esta mezcla se llevé hasta 65°C durante 2 h. Después de enfriar hasta la temperatura ambiente, se
afadieron 1,5 ml de NMP y 1 ml de etoxitrimetilsilano. Después de 10 min., el oligorribonucleétido se precipitd
afadiendo 3 ml de éter. Los peletes se recogieron mediante centrifugacién, se desecharon los sobrenadantes, y los
solidos se reconstituyeron en 1 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM.

3. Purificacion de oligorribonucledtidos

Los oligonucleétidos brutos se purificaron mediante HPLC de fase inversa en un sistema AKTA Explorer (Amersham
Biosciences) usando una columna 16/10 HR (Amersham Biosciences) empaquetada hasta una altura del lecho de
10 cm con Source RPC 15. El tampdn A fue fosfato de sodio 10 mM, y el tampdn B contenia acetonitrilo al 65% en
tampon A. Se empled un caudal de 6,5 ml/min. Se registraron trazas de UV a 260, 280 y 290 nm. Para
oligorribonucledtidos en DMT, se us6 un gradiente de 7% de B a 45% de B con 10 volumenes de columna (CV), y
para el RNA conjugado a colesterol se empled un gradiente de 5% de B a 100% de B en 14 CV. Las fracciones
apropiadas se reunieron y se concentraron a presion reducida hasta aproximadamente 10 ml. Los oligonucleétidos
en DMT se trataron con un volumen de un tercio de NaOAc 1M, pH 4,25, durante varias horas a temperatura
ambiente.

Finalmente, los oligonucleétidos purificados se desalaron mediante cromatografia de exclusion molecular en una
columna que contiene Sephadex G-25. Las disoluciones oligonucleotidicas se concentraron hasta un volumen < 15
ml. Las concentraciones de las disoluciones se determinaron midiendo la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro de UV. Hasta la hibridacion, las hebras individuales se almacenaron como disoluciones
congeladas a -20°C.

4. Analisis de oligorribonucleétidos

ElI RNA conjugado a colesterol se analizé mediante CGE y LC/MS. ElI RNA sin conjugar también se analizé mediante
IEX-HPLC. El analisis de CGE se llevo a cabo en un instrumento BeckmanCoulter PACE MDQ CE, equipado con un
detector de longitud de onda fija a 254 nm. Se usé un capilar eCap DNA (BeckmanCoulter) con una longitud efectiva
de 20 cm. Todas las muestras de RNA monocatenario se analizaron en condiciones desnaturalizantes que contienen
urea 6 M (eCap ssDNA100 Gel Buffer Kit, BeckmanCoulter) a 40°C. Las muestras se inyectaron
electrocinéticamente con 10 kV durante 5-8 s. El voltaje del experimento fue 15 kV.

El analisis de IEX HPLC se llevd a cabo en un sistema Dionex BioLC equipado con un detector de longitud de onda
fija (260 y 280 nm), un horno de columna, un automuestreador, y un desgasificador interno. Se usé una columna
Dionex DNAPac P100 (4*250 mm) a un caudal de 1,0 ml/min. y 30°C. Se inyectd RNA sin conjugar (20 pl,
concentracion 1 OD/ml). El Eluyente A contenia Na;HPO,4 20 mM, NaBr 10 mM, acetonitrilo al 10%, pH 11 y el
Eluyente B tenia NaBr 1 M en Eluyente A. La elucion comenzo6 con 20% de B durante 1 min., y después se empleo
un gradiente lineal con una concentracion diana de 80% de B durante 20 min.
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El andlisis de LC-MS se llevé a cabo en un sistema Ettan uLC (Amersham Bioscience) equipado con un calentador
de columna Jetstream y un detector de longitud de onda fija (254 nm). Un sistema ThermoFinnigan LCQ DecaXP
ESI-MS con fuente de micropulverizacion y detector de trampa de iones se acoplé en linea a la HPLC. Se inyectaron
muestras de oligonucledtidos (muestra de 25 pl, concentracion 1 OD/ml en agua para RNA sin conjugar, y 40 pul para
RNA conjugado a colesterol) en una columna Waters Xterra C8 MS (2,1 x 50 mm; tamafo de particulas 2,5 um) con
un caudal de 200 pl/min. a 60°C. La composicién del eluyente A fue hexafluoroisopropanol (HFIP) 400 mM, TEA
16,3 mM en H20, pH 7,9, y el eluyente B fue metanol. Para RNA sin conjugar, la elucion comenz6 con 7% de B
durante 3 min., y después se us6 un gradiente de 7% de B a 25% de B en 13 min. Para el material conjugado a
colesterol, las condiciones de partida fueron 35% de B durante 3 min., y después la concentracion de eluyente B se
incrementd hasta 75% de B en 30 min. En la Tabla 6 se proporcionan las figuras del analisis.

5. Hibridacién de oligorribonucledétidos

Las hebras complementarias se hibridaron combinando disoluciones equimolares de RNA. La mezcla se liofilizd y
reconstituyé con un volumen apropiado de tampdn de hibridacién (NaCl 100 mM, fosfato de sodio 20 mM, pH 6,8)
para lograr la concentracion deseada. Esta disolucion se colocd en un bafio de agua a 95°C, y después se enfrio
hasta la temperatura ambiente en 3 h. El grado de formacién de duplex se monitoriz6 mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE) al 10% nativa, y las bandas se visualizaron tifiendo con el reactivo Stains All” (Sigma).

Sintesis de RNA usando mondmeros de desproteccion “estandar” que incluyen ribo y 2’-O-metil fosforamiditos
A. RNA/2’OMe (extremos tioato)

Las moléculas de RNA quiméricas con nucleétidos 2-OMe se sintetizaron en una maquina 394 ABI usando el ciclo
estandar escrito por el fabricante, con modificaciones de unas pocas etapas de espera. El soporte solido fue CPG
(500A). Los mondémeros fueron fosforamiditos de RNA o fosforamiditos de 22OME RNA con grupos protectores
estandar, y se usaron a concentraciones de 0,15 M en acetonitrilo (CH3CN), excepto que se sefiale de otro modo.
Especificamente, los fosforamiditos de RNA fueron fosforamidito de 5-O-dimetoxitritil-N°-benzoil-2'-O-
tbutildimetilsilil-adenosina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N-isobutiril-2’-O-
tbutildimetilsilil-guanosina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo),  fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetil-2'-O-
tbutildimetilsilil-citidina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo) y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-tbutildimetilsilil-
uridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo); los fosforamiditos de 2°OMe RNA fueron fosforamidito de &5-O-
dimetoxitritil-N°-benzoil-2-O-metil-adenosina-3'-O-(B-cianoetil-N,N'-diisopropilo), fosforamidito de 5-O-dimetoxitritil-
N2-isobutiril-2'-O-metil-guanosina-3'-O-(B-cianoetil-N,N'-diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetil-2'-
O-metil-citidina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo) y fosforamidito de 5-O-dimetoxitritil-2’-O-metil-uridina-3’-O-(p-
cianoetil-N,N’-diisopropilo). Los tiempos de acoplamiento fueron 10 min. para todos los monémeros. Los detalles de
los otros reactivos son como siguen: Activador: 5-(etiltio)-1H-tetrazol (0,25M); grupo protector de tapa A: 5% de
anhidrido acético/THF/piridina; grupo protector de tapa B: 10% de N-metilimidazol/THF. La oxidacién de fosfato
implico THBP (10% en ACN) durante 10 min., mientras que la oxidacion de fosforotioato utilizé 0,05 M del reactivo
EDITH/acetonitrilo. La destritilacion se logré con 3% de TCA/diclorometano. El grupo protector DMT se elimino tras
la ultima etapa del ciclo.

Tras la terminacién de la sintesis, el vidrio de poro controlado (CPG) se transfirid a un tubo de microcentrifugadora
estéril con tapa de rosca. El oligonucleétido se escindid, y los grupos de base y de fosfato se desprotegieron
simultaneamente con 1,0 ml de una mezcla de metilamina etandlica:amoniaco (metilamina 8M en etanol/amoniaco
acuoso al 30%) (1:1) durante 5 horas a 55°C. El tubo se enfrié de forma breve en hielo, y después la disolucion se
transfirié a un tubo de centrifugadora de 5 ml; a esto le siguié un lavado de tres veces con 0,25 ml de acetonitrilo al
50%. Los tubos se enfriaron a -80°C durante 15 min., antes de secar en un liofilizador.

El residuo blanco obtenido se resuspendié en 200 ul de NMP/Et;N/EtsN-HF, y se calentd a 65°C durante 1,5 h para
eliminar los grupos TBDMS en la posicion 2'. Los oligonucleétidos se precipitaron entonces en éter dietilico seco
(400 ul) que contiene EtsN (1%). El liquido se eliminé cuidadosamente para producir un pelete en la parte inferior del
tubo. El éter residual se elimind en el concentrador a vacio para dar el RNA “bruto” como un material blanco
esponjoso. Las muestras se disolvieron en 1 ml de agua libre de RNasa, y se cuantificaron midiendo la absorbancia
a 260 nm. Este material bruto se almacen¢ a -20°C.

Los oligonucleétidos brutos se analizaron y purificaron mediante HPLC. Los oligonucledtidos brutos se analizaron y
purificaron mediante HPLC de par i6nico de fase inversa (RP IP). El analisis de RP HPLC se llevé a cabo en un
sistema Gilson LC, equipado con un detector de longitud de onda fija (260 y 280 nm), un horno de columna, un
automuestreador y un desgasificador interno. Se us6 una columna XTerra C18 (4,6*250 mm) a un caudal de 1,0
ml/min. a 65°C. Se inyectd RNA (20 ul para el experimento analitico, 1 ml para el experimento preparativo a una
concentracion de 1 OD/ml). El Eluyente A contenia TEAAc 0,1 M, agua HPLC, pH 7,0, y el Eluyente B tenia TEAAc
0,1 M en agua HPLC, acetonitrilo al 70%, pH 7,0. La elucion comenzé con 10% de B durante 2 min., seguido de 25%
de B en 4 min., y después se empled un gradiente lineal con una concentracion diana de 50% de B durante otros 30
min. Los oligonucleétidos secos purificados se desalaron entonces usando Sephadex G25M.

B. Sintesis de oligonucleétidos con modificaciones 2’-fluoro
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Las moléculas RNA se sintetizaron en una maquina 394 ABI usando el ciclo estandar escrito por el fabricante, con
modificaciones de unas pocas etapas de espera. El soporte sélido fue CPG (500A, TsT AG 001 de AM Chemicals
LLC, y el rC y rU procedieron de Prime Synthesis). Los monémeros fueron fosforamiditos de RNA o fosforamiditos
de 2'F con grupos protectores estandar, y se usaron a concentraciones de 0,15 M en acetonitrilo (CH3CN), excepto
que se establezca de otro modo. Especificamente, los fosforamiditos de RNA fueron fosforamidito de 5’-O-
dimetoxitritil-N°-benzoil-2-O-tbutildimetilsilil-adenosina-3'-O-(B-cianoetil-N,N'-diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-
dimetoxitritiI-N2-isobutiriI-2’-O-tbutiIdimetiIsi|iI-guanosina-3’-O-(B-cianoetiI-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-
dimetoxitritiI-N4-acetiI-2’-O-tbutiIdimetiIsi|iI-citidina-3’-O-(B-cianoetiI-N,N‘-diisopropilo) y fosforamidito de 5'-O-
dimetoxitritil-2’-O-tbutildimetilsilil-uridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo); los fosforamiditos de 2'F RNA fueron
fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritiI-N4-aceti|-2’-f|uoro-2’-desoxicitidina-3’-O-(B-cianoetiI-N,N’-diisopropilo) y
fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-fluoro-2’-desoxiuridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo). Los tiempos de
acoplamiento fueron 10 min. para todos los monémeros. Los detalles de los otros reactivos son como siguen:
Activador: 5-etiltiotetrazol (0,25 M); grupo protector de tapa A: 5% de anhidrido acético/THF/piridina; grupo protector
de tapa B: 10% de N-metilimidazol/THF; la oxidaciéon de fosfato implic6 THBP (10% en ACN) durante 10 min.,
mientras que la oxidacién de fosforotioato utilizé 0,05 M del reactivo EDITH/acetonitrilo. La destritilacion se logré con
3% de TCA/diclorometano. El grupo protector DMT se elimind tras la ultima etapa del ciclo.

Tras la terminacion de la sintesis, CPG se transfirid a un tubo de microcentrifugadora estéril con tapa de rosca. El
oligonucleétido se escindio, y los grupos de base y de fosfato se desprotegieron simultdneamente con 1,0 ml de una
mezcla de amoniaco etandlico (1:3) durante 7 horas a 55°C. El tubo se enfrié de forma breve en hielo, y después la
disolucion se transfirio a un tubo de centrifugadora de 5 ml; a esto le siguié un lavado de tres veces con 0,25 ml de
acetonitrilo al 50%. Los tubos se enfriaron a -80°C durante 15 min., antes de secar en un liofilizador.

El residuo blanco obtenido se resuspendié en 200 ul de NMP/EtsN/EtsN-HF, y se calenté a 50°C durante 16 h para
eliminar los grupos TBDMS en la posicién 2'. Los oligonucledtidos se precipitaron entonces en éter dietilico seco
(400 ul) que contiene EtsN (1%). El liquido se eliminé cuidadosamente para producir un pelete en la parte inferior del
tubo. El éter residual se eliminé en el concentrador a vacio para dar el RNA “bruto” como un material blanco
esponjoso. Las muestras se disolvieron en 1 ml de agua libre de RNasa, y se cuantificaron midiendo la absorbancia
a 260 nm. Este material bruto se almacené a -20°C.

Los oligonucleétidos brutos se analizaron y purificaron mediante HPLC. Los oligonucleétidos secos purificados se
desalaron entonces usando Sephadex G25M.

C. Sintesis de oligorribonucleétidos de RNA modificados con fosforotioato

Los oligonucledtidos se sintetizaron en una maquina 394 ABI (ALN 0208) usando el ciclo de 93 etapas estandar
escrito por el fabricante, con modificaciones de unas pocas etapas como se describe mas abajo. El soporte sélido
fue vidrio de poro controlado (CPG, 2 pmoles rA CPG, 520A, o rU CPG, 500A). Los monémeros fueron
fosforamiditos de RNA con grupos protectores estandar usados a concentraciones de 0,15 M en acetonitrilo
(CH3CN), excepto que se establezca de otro modo. Especificamente, los fosforamiditos de RNA fueron fosforamidito
de 5‘-O-dimetoxitritiI-Ne-benzoiI-2’-O—tbutiIdimetilsiIiI—adenosina-3’-O—(B-cianoetiI-N,N’—diisopropilo), fosforamidito de
5’-O—dimetoxitritiI-N2—isobutiriI-2‘-O-tbutiIdimetiIsiIiI-guanosina—3‘-O-([3-cianoetiI—N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5'-
O-dimetoxitritil-N*-acetil-2"-O-tbutildimetilsilil-citidina-3'-O-(B-cianoetil-N,N"-diisopropilo) y fosforamidito de 5'-O-
dimetoxitritil-2’-O-tbutildimetilsilil-uridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo). Los tiempos de acoplamiento fueron 10
minutos. Los detalles de los otros reactivos fueron como sigue: activador: 5-etiltiotetrazol (0,25 M); grupo protector
de tapa A: 5% de anhidrido acético/THF/piridina; grupo protector de tapa B: 10% de N-metilimidazol/THF; la
oxidacion de PS, 0,05 M de reactivo EDITH/acetonitrilo. La destritilacion se logré con 3% de TCA/diclorometano.

Tras terminar la sintesis, el CPG se transfiri6 a un tubo de microcentrifugadora estéril con tapa de rosca. El
oligonucleétido se escindio, y simultdneamente los grupos de base y de fosfato se desprotegieron con 1,0 ml de una
mezcla de metilamina etandlica:amoniaco (1:1) durante 5 horas a 55°C. El tubo se enfrié de forma breve en hielo, y
después se transfirid la disolucién a un tubo de centrifugadora de 5 ml; a esto le siguié un lavado con 3 x 0,25 ml de
acetonitrilo al 50%. Los tubos se enfriaron a -80°C durante 15 min., antes de secar en un liofilizador.

El residuo blanco obtenido se resuspendié en 200 pl de TEA 3HF, y se calentd a 65°C durante 1,5 h para eliminar
los grupos TBDMS en la posicion 2'. Los oligonucleétidos se precipitaron entonces mediante adicion de 400 pl de
MeOH seco. El liquido se elimind tras girar en una microcentrifugadora durante 5 minutos en la velocidad mas
elevada disponible. El metanol residual se eliminé en un concentrador de vacio. Las muestras se disolvieron en 1 ml
de agua libre de RNasa, y se cuantificaron midiendo la absorbancia a 260 nm. El material bruto se almacené a -
20°C. Los oligonucleoétidos se analizaron y purificaron mediante HPLC, y después se desalaron usando Sephadex
G25M.

Ejemplo 9. Sintesis de oligonucleétidos con 2’-F RNA y 2°0-Me RNA alternos (Tabla 7)
Sintesis de CPGs para 2'F

Los CPGs de los 5-O-DMTr-2-desoxi-2’-fluororribonucledsidos con proteccién de base apropiada se sintetizaron
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como se muestra en el Esquema A. 5-O-DMTr-2'-desoxi-2"-fluoro-N?*-A y 5'-O-DMTr-2'-desoxi-2-fluoro-N®"-G se
sintetizaron como se da a conocer (Kawasaki et al., J. Med. Chem., 1993, 36, 831). La reaccién de los compuestos
1001 con anhidrido succinico en presencia de DMAP en dicloruro de etileno produjo el compuesto 1005. El
compuesto 1005 se tratdé con 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) (DTNP) vy trifenilfosfina en presencia de DMAP en
acetonitrilo-dicloruro de etileno, y subsiguientemente con Icaa CPG como se da a conocer por Kumar et al.
(Nucleosides & Nucleotides, 1996, 15, 879) dando el CPG deseado 1009. La carga del CPG se determiné como se
da a conocer en la bibliografia (Prakash et al., J. Org. Chem., 2002, 67, 357). Los CPGs de 2’-desoxi-2’-fluoro A, C y
G adecuadamente protegidos se obtuvieron como se describe anteriormente (Esquema A).

Esquema A% Icaa CPG de 2'-desoxi-2'-FA(N®?), C(N*%), G(B®") y U

DMTeO- o B DMT. DT
—l-—h- __B_._
0 o] )
CH F . F
T .

“M ﬂWO F

1001 B=U 1005Bo U 1009 B =U; carga: 97,09 pMg

1002 B = C(NA) 1006 B 5 C{N*F) 10%0 B = C(N*): carga: 85,30 uvyg
1003 B = A(N®) 1007 B = A(NEZ) 1011 B = AIN®T), carga: 78,10 pMrig
1004 B = G(NBY) 1008 B = G(NBY 1012 8 = GIN™Y, carga: 91,13uip

@ (i) anhidrido succinico, DMAP/EDC (ii) DTNP, Ph3;P, DMAP y Icaa CPG.

Las moléculas de RNA quiméricas con 2’-F RNA y 2’0O-Me RNA alternos se sintetizaron en una maquina 394 ABI
usando el ciclo estandar escrito por el fabricante, con modificaciones de unas pocas etapas de espera. El soporte
soélido fue CPG (500A). Los monomeros fueron fosforamiditos de 2’-F RNA o fosforamiditos de 2 OMe RNA con
grupos protectores estandar, y se usaron a concentraciones de 0,15 M in acetonitrilo (CH3CN) excepto que se
establezca de otro modo. Especificamente, los fosforamiditos de 2’0OMe RNA fueron fosforamidito de 5-O-
dimetoxitritiI-Ne-benzoi|-2‘-O-meti|-adenosina-3’-O-(B-cianoetiI-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-
N2-isobutiril—2’-O-metiI-guanosina-3’-O—(B-cianoetiI-N,N’—diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-Dimetoxitritil-N*-acetil-2'-
O-metil-citidina-3’-O-(B-cianoetil-N, N’-diisopropilo) y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-metil-uridina-3’-O-(p-
cianoetil-N,N’-diisopropilo). Los fosforamiditos de 2'F RNA, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetil-2'-fluoro-2'-
desoxicitidina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-fluoro-2’-desoxiuridina-3’-O-(p-
cianoetil-N,N’-diisopropilo). Fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-f|uoro—Nz-isobutiriI—2‘-desoxiguanosina-3’-O—([3-
cianoetil-N,N’-diisopropilo) y fosforamidito de 5’-O—dimetoxitritiI-2’—fluoro-N2—isobutiriI-2‘-desoxiguanosina-3’—0-([3-
cianoetil-N,N’-diisopropilo). Los tiempos de acoplamiento fueron 10 min. para todos los monémeros. Los detalles de
los otros reactivos son los siguientes: Activador: 5-etiltiotetrazol (0,25 M); grupo protector de tapa A: 5% de anhidrido
acetico/THF/piridina; grupo protector de tapa B: 10% de N-metilimidazol/THF; la oxidacién de fosfato 0,02M de
I2/THF/H20, mientras que la oxidacion de PS se llevd a cabo usando el reactivo de EDITH como se describe
anteriormente. La destritilacion se logré con 3% de TCA/diclorometano. El grupo protector DMT final se eliminé en el
sintetizador.

Tras terminar la sintesis, el CPG se transfiri6 a un tubo de microcentrifugadora estéril con tapa de rosca. El
oligonucleétido se escindio, y los grupos de base y de fosfato se desprotegieron simultdneamente con 1,0 ml de una
mezcla de etanol:amoniaco (1:3) durante 7 horas a 55°C. El tubo se enfri6 de forma breve en hielo, y después la
disolucion se transfirid a un tubo de centrifugadora de 5 ml. A esto le siguié un lavado de tres veces con 0,25 ml de
acetonitrilo al 50%. Los tubos se enfriaron a -80°C durante 15 min., antes de secar en un liofilizador para dar el RNA
“bruto” como un material esponjoso blanco. Las muestras se disolvieron en 1 ml de agua libre de RNasa, y se
cuantificaron midiendo la absorbancia a 260 nm. Este material bruto se almacené a -20°C.

Los oligonucleétidos brutos se analizaron y purificaron mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20%.
Los oligonucledtidos secos purificados se desalaron entonces usando Sephadex G25M (Amersham Biosciences).

B. Analisis de la actividad de los duplex

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HelLa descrito anteriormente. La Tabla
7 y la Figura 30 proporcionan graficas de las actividades en células HelLa para cada una de las modificaciones
descritas anteriormente.

Ejemplo 10. Moléculas de VEGF conjugadas (Tablas 8, 9, 10 y 18)
1. Sintesis:
Las moléculas de RNA se sintetizaron en una maquina ABI-394 (Applied Biosystems) usando el ciclo de 93 etapas

estandar escrito por el fabricante, con las modificaciones a unas pocas etapas de espera como se describe mas
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abajo. El soporte solido fue vidrio de poro controlado (CPG, 1 umol, 500 A), y los monédmeros fueron fosforamiditos
de RNA con grupos protectores estandar fosforamidito de (5‘-O-dimetoxitritiI-Ne-benzoiI-2’-O-t-buti|dimeti|si|iI-
adenosina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetil-2’-O-t-butildimetilsilil-
citidina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5-O-dimetoxitritil-N2-isobutiril-2’-O-t-butildimetilsilil-
guanosina-3’-0-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-t-butildimetilsilil-uridina-3’-O-
N,N’-diisopropil-2-cianoetilo. Todos los amiditos se usaron a una concentraciéon de 0,15 M en acetonitrilo (CH3CN) y
un tiempo de acoplamiento de 6 min. para los monémeros sin modificar y modificados con 2’-O-Me y 12 min. para
los mondmeros modificados y conjugados. Como activador, se us6 5-etiltiotetrazol (0,25 M). Para la oxidacion de
PO, se us6 yodo/agualpiridina, y para la oxidacion de PS se uso el reactivo de Beaucage (2%) en acetonitrilo
anhidro. El tiempo de sulfurizacion fue alrededor de 6 min. Todas las sintesis se llevaron a cabo en una escala de 1
umol.

Reactivos Concentracion Etapa de espera o de acoplamiento
IActivador: 0,25M 5-Etiltio-1H-tetrazol 720 s

oxidacion de 0,02M 'Yodo en THF/agua/piridina 20 s

PO

oxidacion de 0,02M Hidroperoxido de t-butilo 600 s

PO

oxidacion de 2% Reactivo de Beaucage/Acetonitrilo anh. (360 s (espera de 200 s + pulso de 30 s
PS espera de 130 s)

Protector de 5% IAnhidrido fenoxiacético al 20 s

tapa A 5%/THF/piridina

Protector de 10% N-metilimidazol al 10%/THF 20 s

tapa B

Destritilacion TCA al 3% |Acido tricloroacético/diclorometano 70 s

Se usaron los siguientes tipos de modificaciones para llevar a cabo la sintesis usando estos protocolos:
1. Cadena principal de fosfodiéster sin modificar (PO) sélo
Fosforotioato (PS) sélo
. 2-0-Me, PS
. 3-Naproxeno, 2'F- 5Me-U, PS

2.

3

4

5. 5’-Colesterol, PS
6. 3’-Colesterol, PS

7. 2’F- 5Me-U, PS

8. 3-Biotina, 2'F- 5Me-U, PS

9. Acido 3'-colanico, 2'F- 5Me-U, PS
10. Metilfosfonato

11. C-5 alilamino rU

2. Desproteccion — | (desproteccion de la nucleobase)

Tras terminar la sintesis, el vidrio de poro controlado (CPG) se transfirié a un vial con tapa de rosca o a un tubo de
microcentrifugadora libre de RNasa con tapa de rosca. El oligonucleétido se escindié del soporte, y los grupos
protectores de base y de fosfato se retiraron simultdneamente usando una mezcla de amoniaco etandlico (amoniaco
(28-30%:etanol (3:1))-(1,0 ml) durante 15 h a 55°C. El vial se enfrié de forma breve en hielo, y después la mezcla de
amoniaco etandlico se transfirid6 a un nuevo tubo de microcentrifugadora. EI CPG se lavé con porciones de agua
desionizada (2 x 0,1 ml). El sobrenadante se combind, se enfrio en hielo seco durante 10 min., y después se seco en
un concentrador de vacio.

3. Desproteccion-ll (eliminaciéon del grupo 2’-O-TBDMS)
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El residuo blanco obtenido se resuspendidé en una mezcla de trietilamina, trihidrofluoruro de trietilamina (TEA.3HF,
aprox. 24% de HF)) y 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) (4:3:7) (400 ul), y se calent6 a 65°C durante 90 min. para eliminar
los grupos terc-butildimetilsililicos (TBDMS) en la posicion 2. La reaccion se paralizé entonces con
isopropoxitrimetilsilano (iPrOMesSi, 400 ul) y se incubd adicionalmente en el bloque de calentamiento dejando las
tapas abiertas durante 10 min. Esto provoca que el aducto volatil de fluoruro de isopropoxitrimetilsililo se vaporice. El
reactivo de paralisis residual se eliminé secando en un concentrador de vacio. Se afiadio trietilamina al 3% en éter
dietilico (1,5 ml). La mezcla se sometid a centrifugacion. Se formé un pelete de RNA. El sobrenadante se eliminé
pipeteando sin perturbar el pelete. El pelete se secé en un concentrador de vacio. El RNA bruto se obtuvo como un
material blanco esponjoso en el tubo de microcentrifugadora.

4. Cuantificacién de oligémero bruto o analisis bruto

Las muestras se disolvieron en agua desionizada (1,0 ml) y se cuantificaron segun lo siguiente: primero se llevé a
cabo un blanco con agua sola (1 ml). Una muestra de la disolucion de RNA (20 ul) se diluy6 con agua (980 ul) y se
mezcld bien en un tubo de microcentrifugadora, después se transfiri6 a una cubeta, y se obtuvo la lectura de la
absorbancia a 260 nm. El material bruto se seco y se almacené a -20°C.

5. Andlisis de MS:

Las muestras brutas (0,1 OD) se analizaron usando LC-MS.

6. Purificacién de oligdmeros

(a) Purificacion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Los oligonucledtidos se purificaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en placa vertical usando
un Owl's Separation Systems (Portsmouth, NH). La acrilamida de grado electroforético (40%), la N,N’-metilen-
bis(acrilamida) (BIS), el persulfato de amonio (APS, N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED), azul de bromofenol
(BPB), xileno cianol (XC), 10 x TBE (tris-hidroxi-metilaminometano 0,89 M, borato pH 8,3, etilendiaminotetraacetato
de disodio 20 mM) procedian de National Diagnostics (Atlanta, GA). Se preparo el gel desnaturalizante al 12% para
purificacion de los oligorribonucleétidos no modificados y modificados. El grosor de los geles preparativos fue 1,5
mm. El tampén de carga fue formamida al 80% en 10x TBE. Tras eliminar las placas de vidrio, los geles se cubrieron
con Saran Wrap®, y se colocaron sobre una placa de TLC fluorescente iluminada mediante una lampara de UV
sostenida manualmente para la visualizacion. Las bandas deseadas se cortaron y se agitaron toda la noche en 2 ml
de agua o acetato de sodio 0,03 M. El eluyente se eliminé secando en un concentrador de vacio.

(b) Purificacion mediante cromatografia de liquidos de altas prestaciones (HPLC):
Condicion A: Purificacion de 2’-O-Me/PS oligorribonucleétidos sin modificar:
La cantidad de muestra inyectada es alrededor de ~100 OD.
Columna: Dionex PA-100 Semiprep.
Tampon A: Agua
Tampon B: Tris.Cl 0,25 M pH 8,0
Tampon C: Perclorato de sodio 0,375 M

Calentamiento: 65°C

Tiempo | Caudal |Tampon A|Tampon B|{Tampdn C| Rendimiento Total | Pureza

0 5,00 88% 10% 2,0% 40-60% 85-98%
3,0 5,00 88% 10% 2,0%
30,0 5,00 57,0 10% 33,0
35,0 5,00 88% 10% 2,0%
40,0 5,00 88% 10% 2,0%

Condicion B: Protocolos para la purificacién de 2’-O-Me/PS oligorribonucledtidos:

Columna: Dionex PA-100 Semiprep.
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Tampédn A: Agua
Tampon B: Tris.Cl 0,25 M pH 8,0
Tampon C: Perclorato de sodio 0,8 M

Calentamiento: 65°C

Tiempo | Caudal |Tampén A{Tampén B{Tampoén C|{Rendimiento Total| Pureza

0 5,00 88% 10% 2,0% ~40-60% 85-98%
3,0 5,00 88% 10% 2,0%
30,0 5,00 57,0 10% 33,0
35,0 5,00 88% 10% 2,0%
40,0 5,00 88% 10% 2,0%

7. Desalado del oligémero purificado

El oligébmero seco purificado se desald entonces usando Sephadex G-25 M. El cartucho se acondicion6 con 10 ml de
agua desionizada tres veces. Finalmente, el oligébmero purificado, disuelto completamente en 2,5 ml de agua libre de
RNAsa, se aplico al cartucho con una elucién gota a gota muy lenta. El oligémero libre de sal se eluyé con 3,5 ml de
agua desionizada directamente en un vial con tapa de rosca. El material de RNA purificado se secdé en un
concentrador de vacio y se almacené a -20°C.

siRNAs conjugados a biotina (Tabla 10)
1. Sintesis:

Las moléculas de RNA se sintetizaron en una maquina ABI-394 (Applied Biosystems) usando el ciclo de 93 etapas
estandar escrito por el fabricante, con las modificaciones a unas pocas etapas de espera como se describe mas
abajo. El soporte sélido fue vidrio de poro controlado (CPG, 1 umol, 500 A), y los monémeros fueron fosforamiditos
de RNA con grupos protectores estandar (fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N°-benzoil-2'O-t-butildimetilsilil-
adenosina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetil-2’-O-t-butildimetilsilil-
citidina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N2-isobutiril-2'-O-t-butildimetilsilil-
guanosina-3’-0-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-t-butildimetilsilil-uridina-3’-O-
N,N’-diisopropil-2-cianoetilo. EI CPG modificado y los amiditos se sintetizaron usando métodos conocidos y como se
describen aqui. Todos los amiditos se usaron a una concentracion de 0,15 M en acetonitrilo (CH3CN) y un tiempo de
acoplamiento de 6 min. para mondémeros sin modificar y modificados 2’-O-Me, y 12 min. para mondmeros
modificados y conjugados. Como activador, se usé 5-etiltio-1H-tetrazol (0,25 M). Para la oxidaciéon de PO, se uso
yodo/agua/piridina, y para la oxidacién de PS se us6 el reactivo de Beaucage (2%) en acetonitrilo anhidro. El tiempo
de sulfurizacion es alrededor de 6 min. Para la sintesis de siRNAs conjugados a 3’-biotina, se usé perdxido de t-butil-
hidrégeno como agente oxidante (tiempo de oxidaciéon 10 min.).

Reactivo Concentracion Etapa de espera o de acoplamiento

IActivador: 0,25M 5-Etiltio-tetrazol 300 s para oligos sin modificar y 720 s
para oligos modificados

oxidacion de 0,02M 'Yodo en THF/agual/piridina 20 s

PO

oxidacion de 0,02M Hidroperoxido de t-butilo 600 s

PO

oxidacion de 2% Reactivo de Beaucage/Acetonitrilo anh. 360 s (espera de 200 s + pulso de 30 s +

PS espera de 130 s)

Protector de 5% IAnhidrido fenoxiacético al 20 s

tapa A 5%/THF/piridina

Protector de 10% N-metilimidazol al 10%/THF 20 s

tapa B

Destritilacion TCA al 3% |Acido tricloracético/diclorometano 70 s

2. Desproteccion-l (desproteccion de nucleobase)

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2423 060 T3

Tras terminar la sintesis, el vidrio de poro controlado (CPG) se transfirié a un vial con tapa de rosca o a un tubo de
microcentrifugadora libre de RNasa con tapa de rosca. El oligonucleétido se escindié del soporte con la eliminacion
simultanea de los grupos protectores de base y de fosfato con una mezcla de amoniaco etandlico [amoniaco (28-
30%):etanol (3:1) 1,0 ml] durante 15 h a 55°C. El vial se enfri6 brevemente en hielo, y después la mezcla de
amoniaco etandlico se transfiri6 a un nuevo tubo de microcentrifugadora. EI CPG se lavé con porciones de agua
desionizada (2 x 0,1 ml). El filtrado combinado se colocé entonces en hielo seco durante 10 min., y se sec6 en un
concentrador de vacio.

3. Desproteccion-ll (eliminacion del grupo 2°-O-TBDMS)

El residuo blanco obtenido se resuspendié en una mezcla de trietilamina, trihidrofluoruro de trietilamina (TEA.3HF,
aprox. 24% de HF) y 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) (4:3:7) (400 ul), y se calent6 a 65°C durante 90 min. para eliminar
los grupos terc-butildimetilsililicos (TBDMS) en la posicion 2. La reaccion se paralizé entonces con
isopropoxitrimetilsilano (iPrOMesSi, 400 ul) y se incubd posteriormente en el bloque de calentamiento dejando las
tapas abiertas durante 10 min. (Esto provoca que el aducto de fluoruro de isopropoxitrimetilsililo volatil se vaporice).
El reactivo de paralizacién residual se eliminé secando en un concentrador de vacio. Se afiadié trietilamina al 3% en
éter dietilico (1,5 ml), y la mezcla se sometié a centrifugacion para producir un pelete de RNA. El sobrenadante se
elimind pipeteando sin perturbar el pelete. El pelete se secd en un concentrador de vacio. El RNA bruto se obtuvo
como un material blanco esponjoso en el tubo de microcentrifugadora.

4. Cuantificacién de oligébmero bruto o andlisis bruto

Las muestras se disolvieron en agua desionizada (1,0 ml) y se cuantificaron segun lo siguiente: en primer lugar se
llevd a cabo un blanco con agua sola (1 ml). Una muestra de la disolucion de RNA (20 ul) se diluyé con agua (980 ul)
y se mezclé bien en un tubo de microcentrifugadora, después se transfirié a una cubeta, y se obtuvo la lectura de la
absorbancia a 260 nm. El material bruto se seco y se almacend a -20°C.

5. Andlisis de MS:

Las muestras del RNA (0,1 OD) se analizaron usando MS.

6. Purificacién de oligdmeros

Purificacion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Los oligonucleétidos se purificaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) en placa vertical, usando
un Owl's Separation Systems (Portsmouth, NH). La acrilamida de grado electroforético (40%), la N,N’-metilen-
bis(acrilamida) (BIS), el persulfato de amonio (APS, N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED), el azul de bromofenol
(BPB), xileno cianol (XC), 10 x TBE (0,89 M). Trishidroxi-metilaminometano, borato (pH 8,3),
etilendiaminotetraacetato de disodio 20 mM) procedieron de National Diagnostics (Atlanta, GA). Se preparé el gel
desnaturalizante al 12% para la purificacion de los oligorribonucleétidos. El grosor del gel preparativo fue 1,5 mm. El
tampon de carga fue formamida al 80% en 10x TBE. Después de eliminarlos de las placas de vidrio de PAGE, los
geles se cubrieron con Saran Wrap® y se colocaron sobre una placa de TLC fluorescente iluminada mediante una
lampara de UV sostenida manualmente (Upland, CA) para visualizacion. Las bandas deseadas se cortaron y se
agitaron toda la noche en agua (2 ml) o acetato de sodio 0,03 M. El eluyente se eliminé y se secd en un
concentrador de vacio. Todas las secuencias conjugadas a biotina se purificaron mediante PAGE.

7. Desalado del oligémero purificado

El oligébmero seco purificado se desal6é entonces usando Sephadex G-25 M (Amersham Biosciences). El cartucho se
acondiciond tres veces con agua desionizada (10 ml cada vez). Finalmente, el oligdbmero purificado, disuelto
completamente en 2,5 ml de agua libre de RNAsa, se aplicé al cartucho con una elucion gota a gota muy lenta. El
oligémero libre de sal se eluydé con agua desionizada (3,5 ml) directamente en un vial con tapa de rosca. El material
de RNA purificado se secé en un concentrador de vacio y se almacené a -20°C.

8. Control de calidad
(a) Electroforesis en gel capilar (CGE)
(b) LC/MS por electropulverizacion

Una muestra del oligdmero (aprox. 0,10 OD) se disolvié en agua (50 ul y 100 ml en tubos separados), y entonces se
pipeted en viales especiales para CGE y el analisis de LC/MS.

9. Andlisis de la actividad de los duplex

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HelLa descrito mas arriba. Las Tablas
8,9, 10 y 18 y las Figuras 31-35 proporcionan datos y graficas de las actividades en células HelLa para cada una de
las modificaciones descritas anteriormente.
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Ejemplo 11: Conjugacion de retinoides a RNA (Tabla 14)
Conjugacion de todo-trans-retinal a oligonucleétidos (RNA):
El fosforamidito 104 se sintetiz6 como se muestra en el Esquema B para la conjugacion de retinal a oligonucledtidos.

Esquema B: Sintesis de bloques de construccién de conjugacion post-sintética para la conjugacion de retinal —
enfoque oximico 1 para la conjugacién 5’

2 o
Bro"™""on  —t o BT No-N A HOW"'";\;‘O
10 102 a 103 4

U

NC\/\désO/W\o m
104

o
2 (i) PhsP, DIAD, N-hidroxiftalimida / MeCN; (ii) Hz, Pd-C (10%), 1 atm/EtOAc; (iii) Fosfitilacion

Etapa 1: Compuesto 102: Se recogieron monobencilpentan-1,5-diol (15,70 g, 80,82 mmoles), PhsP (25,43 g, 96,84
mmoles) y N-hidroxiftalimida (116,0 g, 98,08 mmoles) en CH3CN anhidro (100 ml) en una atm. de argén. Se afadio
gota a gota DIAD puro (20,0 ml, 103,25 mmoles) en la disolucion agitada durante un periodo de 20 minutos, y la
agitacion se continué durante 24 h. La reaccién se monitorizd6 mediante TLC. Los disolventes se eliminaron a vacio;
y el residuo se trituré con éter dietilico y se filtro. El residuo se lavd con éter, se filtrd, y el filtrado se combiné. Se
afadio gota a gota hexano en el filtrado hasta que éste dio turbidez, y subsiguientemente la disolucion se volvid
homogénea afiadiéndola éter. La disolucion homogénea se almacené a 5°C durante 24 h. El Ph3PO precipitado se
separo por filtracion, se lavé con una mezcla de éter:hexano (1:1). El filtrado combinado se evaporé hasta sequedad,
y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna en gel de silice ultrarrapida (10-15% de EtOAc en
hexano) para obtener 24,5 g (89,3%) de compuesto 102 como un aceite amarillo palido viscoso. RMN H (400 MHz,
CDCls, 25°C): 7,84-7,82 (m, 2H); 7,75-7,73 (m, 2H); 7,34-7,33 (m, 4H); 7,29-7,26 (m, 1H); 4,51 (s, 2H); 4,22-4,18 (t,
J(H,H) = 6,71 Hz, 2H); 3,52-3,48 (t, J(H,H) = 6,4 Hz, 2H); 2,04-1,78 (m, 2H); 1,73-1,56 (m, 4H). RMN ’c (100 MHz,
CDCls, 25°C): 163,9, 138,8, 134,6, 129,2, 128,6, 127,8, 127,7, 123,7, 78,6, 73,1, 70,3, 29,6, 28,2, 22,5.

Etapa 2: Compuesto 103: Se recogiéo compuesto 102 (23,5 g, 69,29 mmoles) en 100 ml de EtOAc/metanol (1:1). La
mezcla se desgasificd y se purgd con argon, a esto se afiadieron 2,4 g de Pd-C (10% hudmedo, tipo Degusa). La
mezcla se hidrogen6 entonces toda la noche, se filtr6 a través de un lecho de celita a través de un embudo
sinterizado. El residuo se paso subsiguientemente a través de una columna de gel de silice y se separé por elucion
usando EtOAc al 40% en hexano para obtener el compuesto 103 (15,70 g, 90,9%) como un solido blanco. RMN 'H
(400 MHz, CDCls, 25°C) 7,83-7,81 (bm, 2H); 7,75-7,73 (bm, 2H); 4,23-4,19 (t, J(H, H) = 6,4 Hz, 2H); 3,70-3,66 (t,
J(H,H) = 5,80 Hz, 2H); 1,83-1,79 (m, 2H); 1,67-1,60 (m, 4H). RMN "*C (100 MHz, CDCls, 25°C) 1 163,9, 134,7,
129,1, 123,7, 78,6, 62,7, 32,4, 28,0, 22,0.

Etapa 3: Compuesto 104: Se recogieron compuesto 103 (5,4 g, 21,67 mmoles) y trietilamina (4 ml, 28,69 mmoles) en
EtOAc anhidro (30 ml) en argon. se afadid gota a gota diisopropilclorofosforamidito de 2-cianoetilo (5,00 ml, 21,97
mmoles) a la mezcla de reaccion. Inmediatamente se formé un precipitado blanco de EtsN.HCI tras la adicion del
reactivo, y la reaccién estuvo terminada en 10 min. (se monitorizé mediante TLC). El precipitado se filtré a través de
un embudo sinterizado, y el disolvente se elimind a presion reducida. El residuo se cargd directamente en una
columna de gel de silice para purificacion. Se eluyd con hexano/EtOAc 9:1 para producir compuesto 104 como un
aceite amarillo, 8,68 g (89,13%). RMN 'H (400 MHz, CDCls, 25°C) [1 7,85-7,81 (m, 2H); & 7,77-7,72 (m, 2H); 4,22-
4,19 (t, J(H,H) = 6,80 Hz, 2H); 3,91-3,76 (m, 2H); 3,72-3,53 (m, 4H); 2,67-2,63 (t, J(H,H) = 6,71 Hz, 2H); 1,86-1,78
(m, 2H); 1,73-1,66 (m, 2H); 1,62-1,56 (m, 2H); 1,19-1,16 (m, 12H). RMN *'P (162 MHz, CDCls, 25°C) & 145,09. RMN
®C (100 MHz, CDCls, 25°C) & 163,9, 134,7, 129,2, 123,7, 117,9, 78,6, 64,0, 63,4, 58,7, 58,5, 43,2, 43,1, 31,1, 31,0,
28,1, 24,9, 24,8, 24,7, 22,3, 20,6, 20,5.

Etapa 4: Conjugacion de todo-trans-retinal a oligonucleétido: Todo-trans-retinal se conjugd a oligonucleétido como
se muestra en el Esquema C. El compuesto 104 se acopld a un oligonucleétido 105 unido a soélido en condiciones
estandar de sintesis de oligonucleétidos en fase sélida, para obtener el compuesto 106. El grupo protector ftalimido
en el compuesto 106 se elimind selectivamente tratando con hidrato de hidrazinio como se da a conocer por Salo et
al. (Bioconjugate Chem. 1999, 10, 815), para obtener el compuesto 107. El tratamiento del compuesto 107 con todo-
trans-retinal en condicién oscura dio el compuesto 108 como se da en la bibliografia (Bioconjugate Chem. 1999, 10,
815). La desproteccion y purificacion del oligonucleétido de RNA estandar en la oscuridad produjo el conjugado
deseado 109 de oligonucleétido-retinal. El compuesto 109 también se obtuvo a partir del compuesto 110 como se
muestra en el Esquema C. La desproteccion y purificacion completas del compuesto 106 produjo un oligonucleétido
110 libre sin unir, que se hizo reaccionar subsiguientemente con todo-frans-retinal para dar el compuesto 109

37



10

15

20

25

30

35

ES 2423 060 T3

deseado.

Esquema C: Conjugacion de todo-frans-retinal a oligonucledétidos

110

e A
v 108 Rﬁcﬂ .
lu
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_N-O’W\oga}os—___'.im
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@ (i) Fosforamidito 104, (ciclo de sintesis de oligonucleétido estandar); (ii) Hidrato de hidrazinio/Py/AcOH (0,124/4/7);
(iii) todo-trans-retinal en DMF o MeCN; (iv) Desproteccion (MeNHz, TEA.3HF) y purificacion del oligonucleétido
(RNA); (v) Desproteccion (MeNHz, TEA.3HF) y purificacion del oligonucleétido (RNA); (vi) todo-trans-retinal en
DMSO-H,0

Etapa 4.1. Sintesis de oligonucledtidos:

Todos los oligonucleétidos, excepto AL-3166 se sintetizaron en un sintetizador de DNA ABI 490. Para la sintesis de
oligonucleétidos, se usaron soportes solidos de vidrio de poro controlado comercialmente disponibles (dT-CPG y U-
CPG, 500 A) y fosforamiditos de RNA con grupos protectores estandar, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N°-
benzoil-2-t-butildimetilsilil-adenosina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetil-
2'-t-butildimetilsilil-citidina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N?-isobutiril-2'-t-
butildimetilsilil-guanosina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, y fosforamidito de 5-O-dimetoxitritil-2’-t-butildimetilsilil-
uridina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo. Todos los fosforamiditos se usaron a una concentracion de 0,15M en
acetonitrilo (CH3CN). Se usé un tiempo de acoplamiento de 10 minutos. El activador fue 5-etil tiotetrazol (0,25M), y
para la oxidacion de PO se us6 yodo/agual/piridina.

La secuencia AL-3166 se sintetizd en el sintetizador AKTAoligopilot. Todos los fosforamiditos se usaron a una
concentracion de 0,2M en acetonitrilo (CH3CN) excepto para guanosina, que se us6 una concentracion de 0,2M en
THF al 10%/acetonitrilo (v/v). Se us6 un tiempo de acoplamiento/reciclado de 16 minutos. El activador fue 5-etil
tiotetrazol (0,75M), para la oxidacién de PO se us6 yodo/agua/piridina, y para la oxidacion de PS se usé PADS (2%)
en 2,6-lutidina/ACN (1:1 v/v).

El fosforamidito con el enlazador aminooxi se sintetiz6 como se describe anteriormente, y se us6 a una
concentracién de 0,15M en acetonitrilo. El tiempo de acoplamiento para el fosforamidito con enlazador de aminooxi
fue 15 minutos. Para todas las secuencias, el acoplamiento del fosforamidito con ligador de aminooxi se llevo a cabo
en el sintetizador de DNA ABI 390.

Etapa 4.2. Escision del grupo protector ftalimido a partir de los oligonucleétidos con enlazador de aminooxi

Tras el acoplamiento del enlazador de aminooxi, el CPG se traté con 2,5 ml o 0,5M de acetato de hidrazinio en
piridina (0,16/4/2 hidrazina anhidra, piridina, acido acético) usando un método de jeringuilla dual. Cada 5 minutos, las
jeringuillas se empujaron hacia delante y hacia atras para obtener una nueva disolucién en el CPG. Después del
tratamiento con acetato de hidrazinio, el CPG se lavé con 2 x 5 ml de piridina, seguido de 3 x 5 ml de acetonitrilo. Se
inundo con argén seco durante 30 segundos, y después se seco el CPG.

Etapa 4.3. Conjugacion en el soporte con los aldehidos

El 1-pireno-carboxaldehido y el todo-trans-retinal procedieron de Aldrich, y se usaron a concentraciones de 0,5M en
DMF. El 4-ceto-retinol se us6 a una concentraciéon de 0,13M en DMF. El CPG procedente de lo anterior se anadio a
las disoluciones aldehidicas. La conjugacion se llevd a cabo toda la noche (~16 h) a temperatura ambiente. Después
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de terminar la reaccion, el CPG se aclaré con DMF, seguido de acetonitrilo, y se seco al aire durante 10-15 minutos.
Para la secuencia AL-3213, la conjugacién tanto con todo-trans-retinal como con 1-pireno-carboxaldehido se llevé a
cabo también en acetonitrilo. En el caso de 1-pireno-carboxaldehido, el aldehido no se disolvio completamente a
0,5M, y la disolucién se us6 como tal sin filtracion para eliminar el aldehido sin disolver.

Etapa 4.4. Desproteccion-l (desproteccion de nucleobase) de oligonucleétidos conjugados en soporte

Para oligonucledtidos conjugados a retinal en soporte, el soporte se transfiri6 a un tubo de 5 ml (VWR). El
oligonucleétido se escindid del soporte con desproteccion simultanea de los grupos de base y de fosfato con 1 ml de
metilamina acuosa al 40% durante 15 min. a 65°C. El tubo se enfri6 de forma breve en hielo, y después la
metilamina se filtré en un nuevo tubo de 15 ml. EI CPG se lavé con 3 x porciones de 1 ml de DMSO.

Etapa 4.5. Desproteccion-1l (eliminacion del grupo 2° TBDMS) de los oligonucledtidos conjugados en soporte

A la mezcla anterior se afiadieron 1,5 ml de trihidrofluoruro de trietilamina (TREAT-HF) y se calent6é a 60°C durante
15 minutos para eliminar los grupos terc-butildimetilsililo (TBDMS) en la posicién 2’. La reaccién se paralizé entonces
con 5,5 ml de acetato de sodio 50 mM (pH 5,5), y se almacend en el congelador hasta la purificacion.

Etapa 4.6. Conjugacion con aldehidos tras la desproteccion

La conjugacién con los aldehidos (1-pireno-carboxaldehido y todo-trans-retinal) después de la desproteccion de los
oligonucledtidos con enlazador de aminooxi también se llevd a cabo como una estrategia de conjugacion alternativa.

Etapa 4.7. Desproteccion-1 (desproteccion de nucleobase) para la conjugacion tras la desproteccion

El soporte se transfiri6 a un tubo de 2 ml con tapén de rosca. El oligonucledtido se escindié del soporte con
desproteccion simultanea de los grupos de base y de fosfato con 0,5 ml de metilamina acuosa al 40% durante 15
min. a 65°C. El tubo se enfri6 de forma breve en hielo, y la metilamina se filtré después a un nuevo tubo de 15 ml. El
CPG se lavé con 2 x porciones de 0,5 ml de acetonitrilo al 50%/agua. La mezcla se congelé entonces en hielo seco
y se seco a vacio en un concentrador de vacio.

Etapa 4.8. Desproteccion-Il (eliminacion del grupo 2° TBDMS) para la conjugacion tras la desproteccion

El residuo seco se resuspendié en 0,5 ml de trihidrofluoruro de trietilamina (TEA.3HF) y se calent6 a 60°C durante 15
minutos para eliminar los grupos ferc-butildimetilsililo (TBDMS) en la posicion 2'. La mezcla de reaccion se enfrio
entonces hasta la temperatura ambiente, y el RNA se precipité con 2 ml de metanol seco y se sec6 a vacio en un
concentrador de vacio. La muestra se disolvié entonces en 2 ml de agua y se mantuvo congelada en un congelador
hasta el analisis posterior.

Etapa 4.9. Cuantificacion de oligémero bruto o analisis bruto

Para todas las muestras, se diluyé una alicuota de 1 pl, de 10 pl o de 30 pl con 999 pl, 990 pul o 970 ul de agua
desionizada libre de nucleasas (1,0 ml), y se obtuvo la lectura de la absorbancia a 260 nm.

Etapa 4.10. Purificacién de oligdmeros conjugados
(a) Analisis de LC/MS del bruto

Los oligémeros brutos se analizaron en primer lugar mediante LC/MS, para encontrar la presencia y abundancia del
producto final esperado.

(b) Purificacion en fase inversa

Las muestras conjugadas se purificaron mediante HPLC de fase inversa en una columna RPC-Source15 (21,5 x 1
cm). El sistema de tampdn fue: A = acetato de sodio 20 mM en ACN al 10%, pH 8,5, y B = acetato de sodio 20 mM
en ACN al 70%, pH 8,5, con un caudal de 5,0 mi/min., y longitudes de onda de 260 y 375. Las fracciones que
contienen los oligonucledtidos de longitud completa se desalaron entonces de forma individual.

Etapa 4.11. Desalado de oligonucleétidos purificados

Las fracciones de los oligonucleétidos purificados se desalaron usando las columnas PD-10 Sephadex G-25. En
primer lugar, las columnas se equilibraron con 25-30 ml de agua. Las muestras se aplicaron entonces en un volumen
de 2,5 ml. Las muestras se eluyeron entonces en una fraccion libre de sal de 3,5 ml. Las fracciones desaladas se
combinaron juntas y se mantuvieron congeladas hasta que se necesitaron.

Etapa 4.12. Electroforesis en gel capilar (CGE), HPLC de intercambio idnico (IEX) y LC/MS por electropulverizacion

Aproximadamente 0,3 OD de los oligonucledtidos desalados se diluyeron en agua hasta 300 pl, y después se
pipetearon en viales especiales para el analisis de CGE, IEX y LC/MS.
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Etapa 5. Conjugacion de todo-trans-retinal al extremo 3’ de oligonucleétidos (RNA):

El fosforamidito 116 para la conjugacion en 5’ y el soporte de CPG 115 para la conjugacion en 3’ de los retinoides se
sintetizaron como se muestra en el Esquema D. El soporte de CPG 115 se us6 para la conjugacion en 3’ de los
retinoides a oligonucledétidos.

Esquema D®. Sintesis de bloques de construccion de conjugacion post-sintética para la conjugacioén de retinal —
enfoque oximico 2 para la conjugacion a 3’y a 5.

HQ TBOMSQ TRDMSQ

" S -
ODMTr L ooMrr 8 COMTr i
O D - Qo .,
19 ) 12 m @ .
HQ

@ (i) TBDMS-CI, imidazol/Py, rt; (ii) (@) Hz, Pd-C (10%)/EtOAc-MeOH, 4 h y (b) C-Caprolactona, TEA, 55°C, 24 h; (iii)
TEA-3HF/THF; (iv) (a) Anhidrido succinico, DMAP/EDC, 24 h, y (b) DTNP, PhsP, DMAP seguido de la adicion de
Icaa CPG; (v) Fosfitilacion

Etapa 5.1: Compuesto 112: EI compuesto 111 (120,0 g, 30,01 mmoles) se agité toda la noche con TBDMS-CI (5,43
g, 36,02 mmoles) en presencia de imidazol (7,5 g, 110,16 mmoles) en piridina anhidra (100 ml). Tras eliminar la
piridina, el producto se extrajo en acetato de etilo (300 ml), se lavé con bicarbonato de sodio acuoso, seguido de
tratamiento estandar. El residuo obtenido se sometid a cromatografia en columna en gel de silice ultrarrapida,
usando metanol al 1% en diclorometano como eluyente para producir el compuesto 112 como un soélido blanco
palido (24,4 g, cuant. RMN "H (500 MHz, [Dg]DMSO, 25°C): D 7,33-7,13 (bm, 15H, explica 14H después de
intercambio de D;0); 6,87-6,82 (bm, 4H); 5,01 (s, 0,2H, rotamero secundario); 4,99 (s, 1,8H, rotamero principal),
4,68-4,64 (m, 0,72 H, rotdmero principal); 4,14-4,07 (bm, 1H), 3,72 (s, 7H), 3,38-3,36 (m, 0,6H, rotamero
secundario); 3,26-3,21 (m, 1,4H, rotdmero principal); 3,08-3,07 (m, 0,3H, rotamero secundario); 2,99-2,89 (m, 2,7H,
rotamero principal); 2,22-2,12 (m, 2H), 2,04-1,78 (m, 2H); 1,48-1,23 (m, 6H), 0,84, 0,82 (s, 9H, rotameros principal y
secundario); 0,05 (d, J(H,H) = 1,5 Hz, 4,3H, rotamero principal); 0,03-0,02 (d, J(H,H) = 5,5 Hz, 1,7H).

Etapa 5.2: Compuesto 113: El compuesto 112 (9,4 g, 14,54 mmoles) se suspendié en 15 ml de B-caprolactona, y se
afadieron 10 ml de TEA a la suspension. La mezcla de reaccién se agité en argén a una temperatura del bafio de
55°C durante 24 h. La terminacion de la reaccion se monitorizé6 mediante analisis TLC. TEA se eliminé de la mezcla
de reaccion a vacio, y se afiadieron al residuo 150 ml de diclorometano-hexano (mezcla 2:1). La disolucion
homogénea asi obtenida se cargd directamente en una columna de gel de silice, y se eluyé con diclorometano-
hexano (2:1) seguido de diclorometano puro. La elucién de la columna de silice con metanol al 4% en diclorometano
produjo el compuesto 113 deseado como un soélido blanco (8,73 g, 78,9%). RMN 'H (400 MHz, [Dg]DMSO, 25°C) &
7,72-7,68 (bm, 1H, intercambiable con D.0O); 7,33-7,16 (m, 9H); 6,88-6,84 (m, 4H); 4,68-4,62 (m, 0,8H); 4,57-4,52
(m, 0,2H); 4,34-4,31 (t, J(H,H) = 5,18 Hz, 1H, intercambiable con D,0); 4,14-4,08 (bm, 1H); 3,74-3,67 (m, 7H); 3,39-
3,32 (m, 3,3H); 3,25-3,21 (m, 1,7H); 3,09-2,88 (m, 4H).

6. Analisis de la actividad de los duplex

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HelLa descrito anteriormente. La Tabla
14 y la Figura 38 proporcionan datos y una grafica de las actividades en células HelLa para cada una de las
modificaciones descritas anteriormente.

Ejemplo 12: Conjugacion de polietilenglicol a siRNA (Tabla 12)

Oligonucledtidos con enlazador de amino para la conjugacion a PEG
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General. La cromatografia preparativa de intercambio idnico se llevo a cabo en TSKgel-SuperQ-5PW (Tosoh). La
cromatografia analitica de intercambio i6nico se llevé a cabo en un DNAPac Pa100 (Dionex). Los espectros de
masas mediante ionizacidn por pulverizacién electrénica se registraron con un Agilent 1100 MSD-SL.

Técnicas de HPLC. El RNA se analizé mediante cromatografla de intercambio i6nico DNAPac Pa100, (columna, 4 x
250 mm, analitica), se calenté hasta 30°C, caudal 1,5 ml min”' , tampén A = Na;HPO4 0,020M en CH3CN al 10%, pH
11; tampdén B = tampdén A + NaBr 1 M en CH3CN al 10%, pH 11, gradiente lineal de 0 a 75% en 53 min. Las
condiciones de LC/ESI-MS fueron las siguientes: columna XTerra C8 (2,1 x 30 mm, 2,5 um), gradiente lineal de 5 a

35% en 2 min. y de 35 a 70% en 30,5 min., caudal 0,200 ml min™’ , tampén A = HFIP 400 mM/TEA 16,3 mM en H0,
tampon B = metanol al 100%. El RNA se purificd medlante cromatografia de intercambio iénico (columna
empaquetada de nuestro laboratorio 5 cm, TSKgel-SuperQ-5PW, 20 um), se calenté hasta 75°C, caudal 50 ml min”,
tampon A = NapHPO4 0,020M en CH3CN al 10%, pH 8,5; tampoén B = tampén A + NaBr 1 M en CH3CN al 10%, pH
8,5, gradiente lineal de 20 a 55% en 120 min.

Sintesis de RNA. EI RNA protegido se ensambl6é en un AKTA Oligo Pilot 100 a una escala de 100-150 pmoles
usando un soporte personallzado de nuestro laboratorio y quimica de fosforamidito. Los fosforamiditos se usaron
como disoluciones 0,2 moles I en CH3sCN seco, con un tiempo de acoplamiento de 900 s, y se usaron los
protocolos de sintesis recomendados por el fabricante. Después de la sintesis, el RNA unido al soporte se traté con
CH3NH, acuosa (40%) durante 90 minutos a 45°C, se enfrio, se filtré y se lavé con DMSO (3 x 40 ml). El filtrado se
tratd entonces con TEA.3HF (60 ml) durante 60 minutos a 40°C, y se paralizd con NaOAc acuoso (0,05M, pH 5,5,
200 ml). La sintesis fue seguida de HPLC de intercambio iénico analitica, HPLC preparativa, y después desalado en
Sephadex G-25.

Etapa 1. Sintesis de oligonucledtido:
En el Esquema E se muestra un enfoque de conjugacién general.

Todos los oligonucledtidos se sintetizaron en un sintetizador AKTAoligopilot. Para la sintesis de oligonucleétidos, se
us6 un soporte sélido de vidrio de poro controlado comercialmente disponible (dT-CPG, 500 A) o el soporte sélido de
ftalimido- h|dr0X| -prolinol y fosforamiditos de RNA con grupos protectores estandar, fosforamidito de 5'-O-
dimetoxitritil- N -benzoil-2’-t-butildimetilsilil-adenosina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo,  fosforamidito de 5-O-
dlmetOX|tr|t|I N*-acetil-2’-t-butildimetilsilil-citidina-3'-O-N,N’ -diisopropil-2-cianoetilo, fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-
NZ-isobutril-2"-t-butildimetilsilil- -guanosina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo, y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-t-
butildimetilsilil-uridina-3’-O-N,N’-diisopropil-2-cianoetilo. Todos los fosforamiditos se usaron a una concentraciéon de
0,2M en acetonitrilo (CH3CN), excepto para guanosina, que se us® a una concentracion de 0,2M en THF al
10%/acetonitrilo (v/v). Se usé un tiempo de acoplamiento/reciclado de 16 minutos. El activador fue 5-etil tiotetrazol
(0,75M), para la oxidacion de PO se usé yodo/agua/piridina, y para la oxidacién de PS se usé PADS (2%) en 2,6-
lutidina/ACN (1:1 v/v). El fosforamidito con enlazador de amino se sintetizé y se usé a una concentracion de 0,2M en
acetonitrilo. El tiempo de acoplamiento/reciclado para el fosforamidito con enlazador de amino fue 16 minutos.

Esquema E®: Pegilacién en oligonucledtidos de RNA

z Ly 't} e 3 g
HQ 09 OH e HO Q. O OH

Z:L:f | Z—)*v?x
OJ\N\,ﬂmFEG NN
0 n

oligonucledtido con enlazador de amino

conjugado de oligonucledtido PEG

2 (i) Sintesis de oligonucledtidos en fase sélida; (i) Desproteccion y purificacion; (iii) Ester de PEG-NHS, NaHCOs3,
pH 8,1, 1 h.

Etapa 2. Desproteccion-I (desproteccion de nucleobase)
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Tras terminar la sintesis, el soporte se transfiri6 a una botella de vidrio de 100 ml. El oligonucledtido se escindio del
soporte con desproteccion simultanea de los grupos de base y de fosfato con 40 ml de metilamina acuosa al 40%
durante 90 min. a 45°C. La botella se enfrié de forma breve en hielo, y después la metilamina se filtré en una nueva
botella de 500 ml. EI CPG se lavé con 3 x porciones de 40 ml de DMSO. La mezcla se enfrié entonces en hielo seco.

Etapa 3. Desproteccion-II (eliminacién del grupo 2° TBDMS)

A la mezcla anterior se afiadieron 60 ml de trihidrofluoruro de trietilamina (TREAT-HF) y se calentd a 40°C durante
60 minutos para eliminar los grupos terc-butildimetilsililo (TBDMS) en la posicion 2’. La reaccion se paralizé entonces
con 220 ml de acetato de sodio 50 mM (pH 5,5) y se almacend en un congelador hasta la purificacion.

Etapa 4. Cuantificacion de oligémero bruto o analisis bruto

Para todas las muestras, se diluy6 una alicuota de 10 ul con 990 ul de agua desionizada libre de nucleasas (1,0 ml),
y se obtuvo la lectura de la absorbancia a 260 nm.

Etapa 5. Purificacion de oligémeros
(a) Purificacion mediante HPLC

Los oligémeros brutos se analizaron en primer lugar mediante HPLC (Dionex PA 100). El sistema de tampén fue: A =
fosfato 20 mM pH 11, B = fosfato 20 mM, NaBr 1,8 M, pH 11, caudal 1,0 ml/min., y longitud de onda 260-280 nm.
Para cada muestra, se realizaron inyecciones de 5-15 ul. Las muestras se purificaron mediante HPLC en una
columna TSK-Gel SuperQ-5PW (20) (17,3 x 5 cm). El sistema de tampon fue: A = fosfato 20 mM en ACN al 10%, pH
8,5, y B = fosfato 20 mM, NaBr 1,0 M en ACN al 10%, pH 8,5, con un caudal de 50,0 ml/min., y longitud de onda 260
y 294. Las fracciones que contienen los oligonucledtidos de longitud completa se reunieron entonces, se evaporaron
y se reconstituyeron hasta ~100 ml con agua desionizada.

Etapa 6. Desalado del oligémero purificado

Los oligonucledtidos purificados se desalaron en un AKTA Explorer (Amersham Biosciences) usando una columna
Sephadex G-25. En primer lugar, la columna se lavé con agua a un caudal de 25 ml/min. durante 20-30 min. La
muestra se aplicd entonces en fracciones de 25 ml. Las fracciones libres de sal eluidas se combinaron juntas, se
secaron y se reconstituyeron en 50 ml libre de RNasa.

Etapa 7. Electroforesis en gel capilar (CGE) y LC/MS mediante electropulverizacion

Ejemplo 0,15 OD de oligonucledtidos desalados se diluyeron en agua hasta 150 pl, y después se pipetearon en
viales especiales para el analisis de CGE y LC/MS.

Etapa 8. Conjugacién a PEG

A) Condiciones iniciales de reaccion. EI RNA purificado y desalado se liofilizo. Se disolvid RNA (1 mg) en
NaHCOs3 acuoso (0,1M, 200 ul, pH 8,1) y DMF (200 ul cada vez). Se anadié PEG 5 K (13 equivalentes, 10
mg) o 20K (3,4 equivalentes, 10 mg) directamente al vial de reaccién, y se sometié a remolino a conciencia.
La reaccion continud toda la noche a 4°C, y le siguié la HPLC de intercambio iénico analitica. Cuando la
reaccion alcanzé una terminacion del >85%, se paralizé con NaOAc acuoso (0,05M, pH 5,5) hasta que el pH
fue ~7.

B) Conjugacion en tampon de fosfato. EI RNA purificado y desalado se liofilizé. Se disolvié una muestra de
RNA (1 mg) en tampdén de borato de sodio (200 ul, 0,05M, pH 10). Se disolvi6 PEG 5K (3 mg, 4,5
equivalentes Sunbright ME-50HS, NOF Corp.) en CH3CN (200 ul). La disolucion de RNA se afadié a la
disolucion de PEG, y se someti6 a remolino a conciencia. La reaccion continué durante una hora a
temperatura ambiente, y le siguié la HPLC de intercambio i6nico analitica. Cuando la reaccién alcanzé una
terminacion del >85%, se paralizé con NaOAc acuoso (0,05M, pH 5,5) hasta que el pH fue ~7.

C) Comparacién de enlazador de PEG (AS y HS). Se disolvio una muestra de RNA (1 mg) en NaHCO3;
acuoso (0,1M, 200 pl, pH 8,1) y DMF (200 pl). Se afiadié PEG 5K (13,5 eq., 10 mg, Sunbright ME-50HS o
Sunbright ME-50AS, NOF Corp.) directamente al vial de reaccion, y se sometié a remolino a conciencia. La
reaccion continué toda la noche a 4°C, y le siguié la HPLC de intercambio i6nico analitica. Cuando la reaccion
alcanzé una terminacion del >85%, se paralizé con NaOAc acuoso (0,05M, pH 5,5) hasta que el pH fue ~7.

D) Conjugacion a PEG optimizada final. EI RNA purificado y desalado se liofiliz6. Se disolvié una muestra de
RNA (50 mg) en NaHCO3 acuoso (0,1M, 2 ml, pH 8,1) y DMF (1 ml). Se disolvié PEG 20K (aproximadamente
2,7 eq., 400-520 mg Sunbright ME-200HS, diferentes cantidades para diferentes secuencias en este
intervalo) en CH3CN (2 ml). La disolucién de RNA se anadid a la disolucion de PEG, y se sometié a remolino
a conciencia. Se afadio H,O (250 ml) a la reaccion para disminuir la turbidez. La reaccion continu6 durante
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una hora a temperatura ambiente, y le siguié la HPLC de intercambio i6nico analitica. Cuando la reaccion
alcanzé una terminacion del >85%, se paralizé con NaOAc acuoso (0,05M, pH 5,5) hasta que el pH fue ~7.

Etapa 9. Analisis de la actividad de los duplex

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HeLa como se describe
anteriormente. La Tabla 12 y figura 45 proporciona datos de las actividades en células HelLa para cada una de las
modificaciones descritas anteriormente.

Ejemplo 13: Sintesis de oligonucleétidos que contienen el nucledsido ribo-difluorotoluilo (DFT) (Tabla 13)

Las moléculas RNA se sintetizaron en una maquina 394 ABI usando el ciclo estandar escrito por el fabricante, con
modificaciones de unas pocas etapas de espera. El soporte sélido fue 500 A dT CPG (2 umoles). Los monémeros
fueron fosforamiditos de RNA o el amidito de ribo-difluorotoluilo. Todos tuvieron grupos protectores estandar, y se
usaron a concentraciones de 0,15 M en acetonitrilo (CH3CN), excepto que se sefiale de otro modo. Especificamente,
los fosforamiditos fueron fosforamidito de 5‘-O-dimetoxitritiI-Ne-benzoil-2’-0—tbutiIdimetilsilil—adenosina-3’-O—(B-
cianoetil-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5‘-O-dimetoxitritiI-N2—isobutiriI—2’-O-tbutiIdimetiIsiIiI-guanosina-3’-0-([3—
cianoetil-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5’—O-dimetoxitritiI-N4-acetiI-2‘-O-tbutiIdimetilsiIiI—citidina-3’—O—(B-cianoetiI-
N,N’-diisopropilo), y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-O-tbutildimetilsilil-uridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo),
fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-difluorotoluil-O-tbutildimetilsilil-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo) (0-12 M). Los
tiempos de acoplamiento fueron 7 min. para todos los monémeros de RNA y 10 min. para el monémero de DFT. Los
detalles de los otros reactivos son como siguen: Activador: 5-etiltio-1H-tetrazol (0,25M), grupo protector de tapa A:
anhidrido acético al 5%/THF/piridina, grupo protector de tapa B: N-metilimidazol al 10%/THF; la oxidacion de fosfato
implico 0,02M de I./THF/H;0. La destritilacion se logré con TCA al 3%/diclorometano. El grupo protector DMT se
elimind después de la ultima etapa del ciclo.

Después de terminar la sintesis, el CPG se transfirié a un tubo de microcentrifugadora estéril con tapa de rosca. El
oligonucledtido se escindio, y los grupos de base y de fosfato se desprotegieron simultaneamente con 1,0 ml de una
mezcla de amoniaco etandlico (1:3) durante 16 horas a 55°C. El tubo se enfrié brevemente en hielo, y después la
disolucion se transfirio a un tubo de centrifugadora de 5 ml. A esto le sigui6é un lavado de tres veces con 0,25 ml de
acetonitrilo al 50%. Los tubos se enfriaron a -80°C durante 15 min., antes de secar en un liofilizador.

El residuo blanco obtenido se resuspendié en 200 pl de trihidrofluoruro de trietilamina, y se calenté a 65°C durante
1,5 h para eliminar los grupos TBDMS en la posicion 2'. Los oligonucleétidos se precipitaron entonces en metanol
seco (400 pl). El liquido se elimind con cuidado para producir un pelete en la parte inferior del tubo. EI metanol
residual se elimind en un concentrador de vacio para dar un material blanco esponjoso. Las muestras se disolvieron
en 1 ml de agua libre de RNasa, y se cuantificaron midiendo la absorbancia a 260 nm. Este material bruto se
almaceno a -20°C.

Los oligonucledtidos brutos se analizaron y purificaron mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20%.
Los oligonucledtidos secos purificados se desalaron entonces usando Sephadex G25M.

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HelLa descrito anteriormente. La Tabla
13 y la Figura 46 proporcionan datos y graficas de las actividades en células HelLa para cada una de las
modificaciones descritas anteriormente.

Ejemplo 14: Sintesis de RNA modificado con 2’-ara-fluoro-2’-desoxi-nucleésidos (Tabla 14)

Las moléculas RNA quiméricas se sintetizaron en una maquina 394 ABI usando el ciclo estandar escrito por el
fabricante, con modificaciones a unas pocas etapas de espera. El soporte solido fue 500 A dT CPG (2 umoles). Los
monomeros fueron fosforamiditos de RNA o fosforamiditos de 2’-arafluoro-2’-desoxi(2’ ara F). Todos los mondmeros
tuvieron grupos protectores estandar, y se usaron a concentraciones de 0,15 M en acetonitrilo (CH3CN), excepto que
se sefiale de otro modo. Especificamente, los fosforamiditos de RNA fueron fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N°-
benzoil-2’-O-tbutildimetilsilil-adenosina-3’-O-(a-cianoetil-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N°-
isobutiril-2’-O-tbutildimetilsilil-guanosina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo), fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-
acetil-2’-O-tbutildimetilsilil-citidina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo), y fosforamidito de 5'-O-dimetoxitritil-N*-acetilo-
2’-O-tbutildimetilsilil-uridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo); los fosforamiditos de 2’ara F fueron fosforamidito de
5’-O—dimetoxitritiI-N4—benzoil—2’—arafluro-2’—desoxi—citidina-3’-O-([3-cianoetiI—N,N‘-diisopropilo), y fosforamidito de 5’-O-
dimetoxitritil-2’-arafluoro-2’-desoxiuridina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo), y fosforamidito de 5’-O-dimetoxitritil-2’-
arafluoro-timidina-3’-O-(B-cianoetil-N,N’-diisopropilo). Los tiempos de acoplamiento fueron 10 min. para todos los
monomeros. Los detalles de los otros reactivos son como siguen: Activador: 5-etiltio-1H-tetrazol (0,25M), grupo
protector de tapa A: anhidrido acético al 5%/THF/piridina, grupo protector de tapa B: N-metilimidazol al 10%/THF; la
oxidacion de fosfato implico 0,02M de 12/THF/H20. La destritilacion se logré con TCA al 3%/diclorometano. El grupo
protector DMT final se elimind después del ultimo ciclo.

Tras terminar la sintesis, el CPG se transfiri6 a un tubo de microcentrifugadora estéril con tapa de rosca. El
oligonucleétido se escindio, y los grupos de base y de fosfato se desprotegieron simultdneamente con 1,0 ml de una
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mezcla de amoniaco etandlico concentrado (1:3) durante 5 horas a 55°C. El tubo se enfrié brevemente en hielo, y
después la disolucién se transfirid a un tubo de centrifugadora de 5 ml; a esto le siguié un lavado de tres veces con
0,25 ml de acetonitrilo al 50%. Los tubos se enfriaron a -80°C durante 15 min., antes de secar en un liofilizador.

El residuo blanco obtenido se resuspendié en 200 pl de trihidrofluoruro de trietilamina, y se calenté a 65°C durante
1,5 h para eliminar los grupos TBDMS en la posicion 2’-OH. Los oligonucleétidos se precipitaron entonces en
metanol seco (400 pl). El liquido se elimind con cuidado para producir un pelete en la parte inferior del tubo. El
metanol residual se eliminé en un concentrador de vacio para dar un material blanco esponjoso. Las muestras se
disolvieron en 1 ml de agua libre de RNasa, y se cuantificaron midiendo la absorbancia a 260 nm. Este material
bruto se almacené a -20°C.

Los oligonucledtidos brutos se analizaron y purificaron mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20%.
Los oligonucledtidos secos purificados se desalaron entonces usando Sephadex G25M (Amersham Biosciences).

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HelLa descrito anteriormente. La Tabla
14 y la Figura 47 proporcionan datos y graficas de las actividades en células HelLa para cada una de las
modificaciones descritas anteriormente.

Ejemplo 15: Desproteccion de siRNAs modificados con metilfosfonato (Tabla 15)
Etapa 1 de desproteccion:

Tras terminar la sintesis, el vidrio de poro controlado (CPG) se transfirié a un vial con tapa de rosca. Al soporte se
afadio una disolucion (0,5 ml) que consiste en acetonitrilo/etanol/NH4OH (45:45:10). El vial se cerrd herméticamente
y se dejo a temperatura ambiente durante 30 min. Se afiadi6 etilendiamina (0,5 ml) al vial y se dej6 a temperatura
ambiente durante 6 horas adicionales. El sobrenadante se decantd, y el soporte se lavd dos veces con
acetonitrilo/agua 1:1 (0,5 ml). El sobrenadante combinado se diluy6 con agua (15 ml). El pH se ajusté a 7,0 con HCI
6 M en AcCN/H2O (1:9). La muestra se desald usando un cartucho Seppak Cis, y después se secod en un
concentrador de vacio.

Etapa 2 de desproteccioén (eliminacion del grupo 2'-O-TBDMS)

El residuo blanco obtenido se resuspendidé en una mezcla de trietilamina, trihidrofluoruro de trietilamina (TEA.3HF
aprox. 24% de HF) y 1-metil-2-pirrolidinona (NMP) (4:3:7) (400 ul), y se calent6 a 65°C durante 90 min. para eliminar
los grupos terc-butildimetilsillo (TBDMS) en la posicion 2. La reaccion se paralizd entonces con
isopropoxitrimetilsilano (iPrOMesSi, 400 ul) y se incub6 posteriormente en el bloque de calentamiento dejando las
tapas abiertas durante 10 min. (Esto provoca que el aducto volatil de fluoruro de isopropoxitrimetilsililo se vaporice).
El reactivo de paralizacién residual se eliminé secando en un concentrador de vacio. Se afiadio trietilamina al 3% en
éter dietilico (1,5 ml), y la mezcla se sometioé a centrifugacion para producir un pelete de RNA. El sobrenadante se
eliminé mediante pipeteo sin perturbar el pelete. El pelete se secé en un concentrador de vacio. EI RNA bruto se
obtuvo como un material blanco esponjoso en el tubo de microcentrifugadora.

Purificacion:
Todas las secuencias modificadas con metilfosfonato se purificaron mediante PAGE
Andlisis de la actividad de los duplex

Los duplex se ensayaron para determinar la actividad en el ensayo de células HelLa descrito anteriormente. La Tabla
15 y figura 48 proporciona datos de las actividades en células HelLa para cada una de las modificaciones descritas
anteriormente.

Tabla 1. Secuencias diana en VEGF 121

SECIDn® |ORF SECUENCIA DIANA EN VEGF121 mRNA 5’ a 3’
2 1 AUGAACUUUCUGCUGUCUUGGU

3 2 UGAACUUUCUGCUGUCUUGGGUG

4 3 GAACUUUCUGCUGUCUUGGGUGC

5 4 AACUUUCUGCUGUCUUGGGUGCA

6 5 ACUUUCUGCUGUCUUGGGUGCAU
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SEC IDn° |ORF SECUENCIA DIANA EN VEGF121 mRNA 5’ a 3’
7 6 CUUUCUGCUGUCUUGGGUGCAUU
8 7 UUUCUGCUGUCUUGGGUGCAUUG
9 8 UUCUGCUGUCUUGGGUGCAUUGG
10 9 UCUGCUGUCUUGGGUGCAUUGGA
11 10 CUGCUGUCUUGGGUGCAUUGGAG
12 11 UGCUGUCUUGGGUGCAUUGGAGC
13 12 GCUGUCUUGGGUGCAUUGGAGCC
14 13 CUGUCUUGGGUGCAUUGGAGCCU
15 14 UGUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUU
16 15 GUCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUG
17 16 UCUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGC
18 17 CUUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCC
19 18 UUGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCU
20 19 UGGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUU
21 20 GGGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUG
22 21 GGUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGC
23 22 GUGCAUUGGAGCCUUGCCUUGCU
24 23 UGCAUUGGAGCCUUGCCUUGCUG
25 24 GCAUUGGAGCCUUGCCUUGCUGC
26 25 CAUUGGAGCCUUGCCUUGCUGCU
27 26 AUUGGAGCCUUGCCUUGCUGCUC
28 27 UUGGAGCCUUGCCUUGCUGCUCU
29 28 UGGAGCCUUGCCUUGCUGCUCUA
30 29 GGAGCCUUGCCUUGCUGCUCUAC
31 30 GAGCCUUGCCUUGCUGCUCUACC
32 31 AGCCUUGCCUUGCUGCUCUACCU
33 32 GCCUUGCCUUGCUGCUCUACCUC
34 33 CCUUGCCUUGCUGCUCUACCUCC
35 34 CUUGCCUUGCUGCUCUACCUCCA
36 35 UUGCCUUGCUGCUCUACCUCCAC
37 36 UGCCUUGCUGCUCUACCUCCACC
38 37 GCCUUGCUGCUCUACCUCCACCA
39 38 CCUUGCUGCUCUACCUCCACCAU
40 39 CUUGCUGCUCUACCUCCACCAUG
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41 40 UUGCUGCUCUACCUCCACCAUGC
42 41 UGCUGCUCUACCUCCACCAUGCC
43 42 GCUGCUCUACCUCCACCAUGCCA
44 43 CUGCUCUACCACCACCAUGCCAA
45 44 UGCUCUACCUCCACCAUGCCAAG
46 45 GCUCUACCUCCACCAUGCCAAGU
47 46 CUCUACCUCCACCAUGCCAAGUG
48 47 UCUACCUCCACCAUGCCAAGUGG
49 48 CUACCUCCACCAUGCCAAGUGGU
50 49 UACCUCCACCAUGCCAAGUGGUC
51 50 IACCUCCACCAUGCCAAGUGGUCC
52 51 CCUCCACCAUGCCAAGUGGUCCC
53 52 CUCCACCAUGCCAAGUGGUCCCA
54 53 UCCACCAUGCCAAGUGGUCCCAG
55 54 CCACCAUGCCAAGUGGUCCCAGG
56 55 CACCAUGCCAAGUGGUCCCAGGC
57 56 ACCAUGCCAAGUGGUCCCAGGCU
58 57 CCAUGCCAAGUGGUCCCAGGCUG
59 58 CAUGCCAAGUGGUCCCAGGCUGC
60 59 AUGCCAAGUGGUCCCAGGCUGCA
61 60 UGCCAAGUGGUCCCAGGCUGCAC
62 61 GCCAAGUGGUCCCAGGCUGCACC
63 62 CCAAGUGGUCCCAGGCUGCACCC
64 63 CAAGUGGUCCCAGGCUGCACCCA
65 64 AAGUGGUCCCAGGCUGCACCAU
66 65 AGUGGUCCCAGGCUGCACCCAUG
67 66 GUGGUCCCAGGCUGCACCCAUGG
68 67 UGGUCCCAGGCUGCACCCAUGGC
69 68 GGUCCCAGGCUGCACCCAUGGCA
70 69 GUCCCAGGCUGCACCCAUGGCAG
71 70 UCCCAGGCUGCACCCAUGGCAGA
72 71 CCCAGGCUGCACCCAUGGCAGAA
73 72 CCAGGCUGCACCCAUGGCAGAAG
74 73 CAGGCUGCACCCAUGGCAGAAGG
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75

74

AGGCUGCACCCAUGGCAGAAGGA

76

75

GGCUGCACCCAUGGCAGAAGGAG

77

76

GCUGCACCCAUGGCAGAAGGAGG

78

77

CUGCACCCAUGGCAGAAGGAGGA

79

78

UGCACCCAUGGCAGAAGGAGGAG

80

79

GCACCCAUGGCAGAAGGAGGAGG

81

80

CACCCAUGGCAGAAGGAGGAGGG

82

81

ACCCAUGGCAGAAGGAGGAGGGC

83

82

CCAUGGCAGAAGGAGGAGGGCA

84

83

CCAUGGCAGAAGGAGGAGGGCAG

85

84

CAUGGCAGAAGGAGGAGGGCAGA

86

85

AUGGCAGAAGGAGGAGGGCAGAA

87

86

UGGCAGAAGGAGGAGGGCAGAAU

88

87

GGCAGAAGAGGAGGGCAGAAUC

89

88

GCAGAAGGAGGAGGGCAGAAUCA

90

89

CAGAAGGAGGAGGOCAGAAUCAU

91

90

AGAAGGAGGAGGGCAGAAUCAUC

92

91

GAAGGAGGAGGGCAGAAUCAUCA

93

92

AAGGAGGAGGGCAGAAUCAUCAC

94

93

AGGAGGAGGGCAGAAUCAUCACG

95

94

GGAGGAGGGCAGAAUCAUCACGA

96

95

GAGGAGGGCAGAAUCAUCACGAA

97

96

AGGAGGGCAGAAUCAUCACCAAG

98

97

GGAGGGCAGAAUCAUCACGAAGU

99

98

GAGGGCAGAAUCAUCACGAAGUG

100

99

AGGGCAGAAUCAUCACGAAGUGG

101

100

GGGCAGAAUCAUCACGAAGUGGU

102

101

GGCAGAAUCAUCACGAAGUGGUG

103

102

GCAGAAUCAUCACGAAGUGGUGA

104

103

CAGAAUCAUCACGAAGUGGUGAA

105

104

AGAAUCAUCACGAAGUGGUGAAG

106

105

GAAUCAUCACGAAGUGGUGAAGU

107

106

AAUCAUCACGAAGUGGUGAAGUU

108

107

AUCAUCACGAAGUGGUGAAGUUC
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109

108

UCAUCACGAAGUGGUGAAGUUCA

110

109

CAUCACGAAGUGGUGAAGUUCAU

111

110

AUCACGAAGUGGUGAAGUUCAUG

112

111

UCACGAAGUGGUGAAGUUCAUGG

113

112

CACGAAGUGGUGAAGUUCAUGGA

114

113

ACGAAGUGGUGAAGUUCAUGGAU

115

114

CGAAGUGGUGAAGUUCAUGGAUG

116

115

GAAGUGGUGAAGUUCAUGGAUGU

117

116

AAGUGGUGAAGUUCAUGGAUGUC

118

117

AGUGGUGAAGUUCAUGGAUGUCU

119

118

GUGGUGAAGUUCAUGGAUGUCUA

120

119

UGGUGAAGUUCAUGGAUGUCUAU

121

120

GGUGAAGUUCAUGGAUGUCUAUC

122

121

GUGAAGUUCAUGGAUGUCUAUCA

123

122

UGAAGUUCAUGGAUGUCUAUCAG

124

123

GAAGUUCAUGGAUGUCUAUCAGC

125

124

AAGUUCAUGGAUGUCUAUCAGCG

126

125

AGUUCAUGGAUGUCUAUCAGCGC

127

126

GUUCAUGGAUGUCUAUCAGCGCA

128

127

UUCAUGGAUGUCUAUCAGCGCAG

129

128

UCAUGGAUGUCUAUCAGCGCAGC

130

129

CAUGGAUGUCUAUCAGCGCAGCU

131

130

AUGGAUGUCUAUCAGCGCAGCUA

132

131

UGGAUGUCUAUCAGCGCAGCUAC

133

132

GGAUGUCUAUCAGCGCAGCUACU

134

133

GAUGUCUAUCAGCGCAGCUACUG

135

134

AUGUCUAUCAGCGCAGCUACUGC

136

135

UGUCUAUCAGCGCAGCUACUGCC

137

136

GUCUAUCAGCGCAGCUACUGCCA

138

137

UCUAUCAGCGCAGCUACUGCCAU

139

138

CUAUCAGCGCAGCUACUGCCAUC

140

139

UAUCAGCGCAGCUACUGCCAUCC

141

140

AUCAGCGCAGCUACUGCCAUCCA

142

141

UCAGCGCAGCUACUGCCAUCCAA

48




ES 2423 060 T3

SEC IDn° |ORF SECUENCIA DIANA EN VEGF121 mRNA 5’ a 3’
143 142 CAGCGCAGCUACUGCCAUCCAAU
144 143 AGCGCAGCUACUGCCAUCCAAUC
145 144 GCGCAGCUACUGCCAUCCAAUCG
146 145 CGCAGCUACUGCCAUCCAAUCGA
147 146 GCAGCUACUGCCAUCCAAUCGAG
148 147 CAGCUACUGCCAUCCAAUCGAGA
149 148 AGCUACUGCCAUCCAAUCGAGAC
150 149 GCUACUGCCAUCCAAUCGAGACC
151 150 CUACUGCCAUCCAAUCGAGACCC
152 151 UACUGCCAUCCAAUCGAGACCCU
153 152 ACUGCCAUCCAAUCGAGACCCUG
154 153 CUGCCAUCCAAUCGAGACCCUGG
155 154 UGCCAUCCAAUCGAGACCCUGGU
156 155 GCCAUCCAAUCGAGACCCUGGUG
157 156 CCAUCCAAUCGAGACCCUGGUGG
158 157 CAUCCAAUCGAGACCCUGGUGGA
159 158 AUCCAAUCGAGACCCUGGUGGAC
160 159 UCCAAUCGAGACCCUGGUGGACA
161 160 CCAAUCGAGACCCUGGUGGACAU
162 161 CAAUCGAGACCCUGGUGGACAUC
163 162 AAUCGAGACCCUGGUGGACAUCU
164 163 AUCGAGACCCUGGUGGACAUCUU
165 164 UCGAGACCCUGGUGGACAUCUUC
166 165 CGAGACCCUGGUGGACAUCUUCC
167 166 GAGACCCUGGUGGACAUCUUCCA
168 167 AGACCCUGGUGGACAUCUUCCAG
169 168 GACCCUGGUGGACAUCUUCCAGG
170 169 ACCCUGGUGGACAUCUUCCAGGA
171 170 CCCUGGUGGACAUCUUCCAGGAG
172 171 CCUGGUGGACAUCUUCCAGGAGU
173 172 CUGGUGGACAUCUUCCAGGAGUA
174 173 UGGUGGACAUCUUCCAGGAGUAC
175 174 GGUGGACAUCUUCCAGGAGUACC
176 175 GUGGACAUCUUCCAGGAGUACCC
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177

176

UGGACAUCUUCCAGGAGUACCCU

178

177

GGACAUCUUCCAGGAGUACCCUG

179

178

GACAUCUUCCAGGAGUACCCUGA

180

179

ACAUCUUCCAGGAGUACCCUGAU

181

180

CAUCUUCCAGGAGUACCCUGAUG

182

181

AUCUUCCAGGAGUACCCUGAUGA

183

182

UCUUCCAGGAGUACCCUGAUGAG

184

183

CUUCCAGGAGUACCCUGAUGAGA

185

184

UUCCAGGAGUACCCUGAUGAGAU

186

185

UCCAGGAGUACCCUGAUGAGAUC

187

186

CCAGGAGUACCCUGAUGAGAUCG

188

187

CAGGAGUACCCUGAUGAGAUCGA

189

188

AGGAGUACCCUGAUGAGAUCGAG

190

189

GGAGUACCCUGAUGAGAUCGAGU

191

190

GAGUACCCUGAUGAGAUCGAGUA

192

191

AGUACCCUGAUGAGAUCGAGUAC

193

192

GUACCCUGAUGAGAUCGAGUACA

194

193

UACCCUGAUGAGAUCGAGUACAU

195

194

ACCCUGAUGAGAUCGAGUACAUC

196

195

CCCUGAUGAGAUCGAGUACAUCU

197

196

CCUGAUGAGAUCGAGUACAUCUU

198

197

CUGAUGAGAUCGAGUACAUCUUC

199

198

UGAUGAGAUCGAGUACAUCUUCA

200

199

GAUGAGAUCGAGUACAUCUUCAA

201

200

AUGAGAUCGAGUACAUCUUCAAG

202

201

UGAGAUCGAGUACAUCUUCAAGC

203

202

GAGAUCGAGUACAUCUUCAAGCC

204

203

AGAUCGAGUACAUCUUCAAGCCA

205

204

GAUCGAGUACAUCUUCAAGCCAU

206

205

AUCGAGUACAUCUUCAAGCCAUC

207

206

UCGAGUACAUCUUCAAGCCAUCC

208

207

CGAGUACAUCUUCAAGCCAUCCU

209

208

GAGUACAUCUUCAAGCCAUCCUG

210

209

AGUACAUCUUCAAGCCAUCCUGU
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211 210 GUACAUCUUCAAGCCAUCCUGUG
212 211 UACAUCUUCAAGCCAUCCUGUGU
213 212 ACAUCUUCAAGCCAUCCUGUGUG
214 213 CAUCUUCAAGCCAUCCUGUGUGC
215 214 AUCUUCAAGCCAUCCUGUGUGCC
216 215 UCUUCAAGCCAUCCUGUGUGCCC
217 216 CUUCAAGCCAUCCUGUGUGCCCC
218 217 UUCAAGCCAUCCUGUGUGCCCCU
219 218 UCAAGCCAUCCUGUGUGCCCCUG
220 219 CAAGCCAUCCUGUGUGCCCCUGA
221 220 AAGCCAUCCUGUGUGCCCCUGAU
222 221 AGCCAUCCUGUGUGCCCCUGAUG
223 222 GCCAUCCUGUGUGCCCCUGAUGC
224 223 CCAUCCUGUGUGCCCCUGAUGCG
225 224 CAUCCUGUGUGCCCCUGAUGCGA
226 225 AUCCUGUGUGCCCCUGAUGCGAU
227 226 UCCUGUGUGCCCCUGAUGCGAUG
228 227 CCUGUGUGCCCCUGAUGCGAUGC
229 228 CUGUGUGCCCCUGAUGCGAUGCG
230 229 UGUGUGCCCCUGAUGCGAUGCGG
231 230 GUGUGCCCCUGAUGCGAUGCGGG
232 231 UGUGCCCCUGAUGCGAUGCGGGG
233 232 GUGCCCCUGAUGCGAUGCGGGGG
234 233 UGCCCCUGAUGCGAUGCGGGGGC
235 234 GCCCCUGAUGCGAUGCGGGGGCU
236 235 CCCCUGAUGCGAUGCGGGGGCUG
237 236 CCCUGAUGCGAUGCGGGGGCUGC
238 237 CCUGAUGCGAUGCGGGGGCUGCU
239 238 CUGAUGCGAUGCGGGGGCUGCUG
240 239 UGAUGCGAUGCGGGGGCUGCUGC
241 240 GAUGCGAUGCGGGGGCUGCUGCA
242 241 AUGCGAUGCGGGGGCUGCUGCAA
243 242 UGCGAUGCGGGGGCUGCUGCAAU
244 243 GCGAUGCGGGGGCUGCUGCAAUG
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245 244 CGAUGCGGGGGCUGCUGCAAUGA
246 245 GAUGCGGGGGCUGCUGCAAUGAC
247 246 AUGCGGGGGCUGCUGCAAUGACG
248 247 UGCGGGGGCUGCUGCAAUGACGA
249 248 GCGGGGGCUGCUGCAAUGACGAG
250 249 CGGGGGCUGCUGCAAUGACGAGG
251 250 GGGGGCUGCUGCAAUGACGAGGG
252 251 GGGGCUGCUGCAAUGACGAGGGC
253 252 GGGCUGCUGCAAUGACGAGGGCC
254 253 GGCUGCUGCAAUGACGAGGGCCU
255 254 GCUGCUGCAAUGACGAGGGCCUG
256 255 CUGCUGCAAUGACGAGGGCCUCG
257 256 UGCUGCAAUGACGAGGGCCUGGA
258 257 GCUGCAAUGACGAGGGCCUGGAG
259 258 CUGCAAUGACGAGGGCCUGGAGU
260 259 UGCAAUGACGAGGGCCUGGAGUG
261 260 GCAAUGACGAGGGCCUGGAGUGU
262 261 CAAUGACGAGGGCCUGGAGUGUG
263 262 AAUGACGAGGGCCUGGAGUGUGU
264 263 AUGACGAGGGCCUGGAGUGUGUG
265 264 UGACGAGGGCCUGGAGUGUGUGC
266 265 GACGAGGGCCUGGAGUGUGUGCC
267 266 ACGAGGGCCUGGAGUGUGUGCCC
268 267 CGAGGGCCUGGAGUGUGUGCCCA
269 268 GAGGGCCUGGAGUGUGUGCCCAC
270 269 AGGGCCUGGAGUGUGUGCCCACU
271 270 GGGCCUGGAGUGUGUGCCCACUG
272 271 GGCCUGGAGUGUGUGCCCACUGA
273 272 GCCUGGAGUGUGUGCCCACUGAG
274 273 CCUGGAGUGUGUGCCCACUGAGG
275 274 CUGGAGUGUGUGCCCACUGAGGA
276 275 UGGAGUGUGUGCCCACUGAGGAG
277 276 GGAGUGUGUGCCCACUGAGGAGU
278 277 GAGUGUGUGCCCACUGAGGAGUC
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279 278 AGUGUGUGCCCACUGAGGAGUCC
280 279 GUGUGUGCCCACUGAGGAGUCCA
281 280 UGUGUGCCCACUGAGGAGUCCAA
282 281 GUGUGCCCACUGAGGAGUCCAAC
283 282 UGUGCCCACUGAGGAGUCCAACA
284 283 GUGCCCACUGAGGAGUCCAACAU
285 284 UGCCCACUGAGGAGUCCAACAUC
286 285 GCCCACUGAGGAGUCCAACAUCA
287 286 CCCACUGAGGAGUCCAACAUCAC
288 287 CCACUGAGGAGUCCAACAUCACC
289 288 CACUGAGGAGUCCAACAUCACCA
290 289 IACUGAGGAGUCCAACAUCACCAU
291 290 CUGAGGAGUCCAACAUCACCAUG
292 291 UGAGGAGUCCAACAUCACCAUGC
293 292 GAGGAGUCCAACAUCACCAUGCA
294 293 AGGAGUCCAACAUCACCAUGCAG
295 294 GGAGUCCAACAUCACCAUGCAGA
296 295 GAGUCCAACAUCACCAUGCAGAU
297 296 AGUCCAACAUCACCAUGCAGAUU
298 297 GUCCAACAUCACCAUGCAGAUUA
299 298 UCCAACAUCACCAUGCAGAUUAU
300 299 CCAACAUCACCAUGCAGAUUAUG
301 300 CAACAUCACCAUGCAGAUUAUGC
302 301 AACAUCACCAUGCAGAUUAUGCG
303 302 ACAUCACCAUGCAGAUUAVGCGG
304 303 CAUCACCAUGCAGAUUAUGCGGA
305 304 AUCACCAUGCAGAUUAUGCGGAU
306 305 UCACCAUGCAGAUUAUGCGGAUC
307 306 CACCAUGCAGAUUAUGCGGAUCA
308 307 ACCAUGCAGAUUAUGCGGAUCAA
309 308 CCAUGCAGAUUAUGCGGAUCAAA
310 309 CAUGCAGAUUAUGCGGAUCAAAC
311 310 AUGCAGAUUAUGCGGAUCAAACC

312

311

UGCAGAUUAUGCGGAUCAAACCU
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313 312 GCAGAUUAUGCGGAUCAAACCUC
314 313 CAGAUUAUGCGGAUCAAACCUCA
315 314 AGAUUAUGCGGAUCAAACCUCAC
316 315 GAUUAUGCGGAUCAAACCUCACC
317 316 AUUAUGCGGAUCAAACCUCACCA
318 317 UUAUGCGGAUCAAACCUCACCAA
319 318 UAUGCGGAUCAAACCUCACCAAG
320 319 AUGCGGAUCAAACCUCACCAAGG
321 320 UGCGGAUCAAACCUCACCAAGGC
322 321 GCGGAUCAAACCUCACCAAGGCC
323 322 CGGAUCAAACCUCACCAAGGCCA
324 323 GGAUCAAACCUCACCAAGGCCAG
325 324 GAUCAAACCUCACCAAGGCCAGC
326 325 AUCAAACCUCACCAAGGCCAGCA
327 326 UCAAACCUCACCAAGGCCAGCAC
328 327 CAAACCUCACCAAGGCCAGCACA
329 328 AAACCUCACCAAGGCCAGCACAU
330 329 AACCUCACCAAGGCCAGCACAUA
331 330 IACCUCACCAAGGCCAGCACAUAG
332 331 CCUCACCAAGGCCAGCACAUAGG
333 332 CUCACCAAGGCCAGCACAUAGGA
334 333 UCACCAAGGCCAGCACAUAGGAG
335 334 CACCAAGGCCAGCACAUAGGAGA
336 335 ACCAAGGCCAGCACAUAGGAGAG
337 336 CCAAGGCCAGCACAUAGGAGAGA
338 337 CAAGGCCAGCACAUAGGAGAGAU
339 338 AAGGCCAGCACAUAGGAGAGAUG
340 339 AGGCCAGCACAUAGGAGAGAUGA
341 340 GGCCAGCACAUAGGAGAGAUGAG
342 341 GCCAGCACAUAGGAGAGAUGAGC
343 342 CCAGCACAUAGGAGAGAUGAGCU
344 343 CAGCACAUAGGAGAGAUGAGCUU
345 344 AGCACAUAGGAGAGAUGAGCUUC
346 345 GCACAUAGGAGAGAUGAGCUUCC
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347 346 CACAUAGGAGAGAUGAGCUUCCU
348 347 ACAUAGGAGAGAUGAGCUUCCUA
349 348 CAUAGGAGAGAUGAGCUUCCUAC
350 349 AUAGGAGAGAUGAGCUUCCUACA
351 350 UAGGAGAGAUGAGCUUCCUACAG
352 351 AGGAGAGAUGAGCUUCCUACAGC
353 352 GGAGAGAUGAGCUUCCUACAGCA
354 353 GAGAGAUGAGCUUCCUACAGCAC
355 354 AGAGAUGAGCUUCCUACAGCACA
356 355 GAGAUGAGCUUCCUACAGCACAA
357 356 AGAUGAGCUUCCUACAGCACAAC
358 357 GAUGAGCUUCCUACAGCACAACA
359 358 AUGAGCUUCCUACAGCACAACAA
360 359 UGAGCUUCCUACAGCACAACAAA
361 360 GAGCUUCCUACAGCACAACAAAU
362 361 AGCUUCCUACAGCACAACAAAUG
363 362 GCUUCCUACAGCACAACAAAUGU
364 363 CUUCCUACAGCACAACAAAUGUG
365 364 UUCCUACAGCACAACAAAUGUGA
366 365 UCCUACAGCACAACAAAUGUGAA
367 366 CCUACAGCACAACAAAUGUGAAU
368 367 CUACAGCACAACAAAUGUGAAUG
369 368 UACAGCACAACAAAUGUGAAUGC
370 369 ACAGCACAACAAAUGUGAAUGCA
371 370 CAGCACAACAAAUGUGAAUGCAG
372 371 IAGCACAACAAAUGUGAAUGCAGA
373 372 GCACAACAAAUGUGAAUGCAGAC
374 373 CACAACAAAUGUGAAUGCAGACC
375 374 ACAACAAAUGUGAAUGCAGACCA
376 375 CAACAAAUGUGAAUGCAGACCAA
377 376 AACAAAUGUGAAUGCAGACCAAA
378 377 ACAAAUGUGAAUGCAGACCAAAG
379 378 CAAAUGUGAAUGCAGACCAAAGA
380 379 AAAUGUGAAUGCAGACCAAAGAA
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381

380

AAUGUGAAUGCAGACCAAAGAAA

382

381

AUGUGAAUGCAGACCAAAGAAAG

383

382

UGUGAAUGCAGACCAAAGAAAGA

384

383

GUGAAUGCAGACCAAAGAAAGAU

385

384

UGAAUGCAGACCAAAGAAAGAUA

386

385

GAAUGCAGACCAAAGAAAGAUAG

387

386

AAUGCAGACCAAAGAAAGAUAGA

388

387

AUGCAGACCAAAGAAAGAUAGAG

389

388

UGCAGACCAAAGAAAGAUAGAGC

390

389

GCAGACCAAAGAAAGAUAGAGCA

391

390

CAGACCAAAGAAAGAUAGAGCAA

392

391

AGACCAAAGAAAGAUAGAGCAAG

393

392

GACCAAAGAAAGAUAGAGCAAGA

394

393

ACCAAAGAAAGAUAGAGCAAGAC

395

394

CCAAAGAAAGAUAGAGCAAGACA

396

395

CAAAGAAAGAUAGAGCAAGACAA

397

396

AAAGAAAGAUAGAGCAAGACAAG

398

397

AAGAAAGAUAGAGCAAGACAAGA

399

398

AGAAAGAUAGAGCAAGACAAGAA

400

399

GAAAGAUAGAGCAAGACAAGAAA

401

400

AAAGAUAGAGCAAGACAAGAAAA
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TABLA 3 — Las moléculas de siRNA estabilizadas con fosforotioato son versiones modificadas de AL-DP-4014.

Posicion de  Aln Duplex # Secuencia de los duplex SEC ID n°  Eficacia
ORF
319 ALN-DP-4127 5-G*C*GGAUCAAACCUCACCA*A*dT*dT-3’ 646 +++
3’-dT*dT*C*GCCUAGUUUGGAGUGG*U*U-5’ 647
319 ALN-DP-4128 5-G*C*GGAUCAAACCUC*ACC*A*A*dT*dT-3’ 648 +++
3-dT*dT*CGCCUAGUUUGGAGUGGU*U-5' 649
319 ALN-DP-4129 5-G*C*GGAUCAAACCUC*ACC*A*A*dT*dT-3’ 650 +++
3-dT*dT*C*GCCUAGUUUGGAGUGG*U*U-5 651
* indica la posicién de un grupo fosforotioato
Tabla 4. Eficacia in vitro de la serie de AL-DP-4094 modificada
siRNA Eficacia [5’-hebra sentido-3’ SE%SID
3’-hebra antisentido-5’ "
AL-DP-4198 AL4554  +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASsA-5 653
AL-DP-4165 AL4554  +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4558 ‘3-GsUomcComcGUGUAUCCUCUCUACUGASA-'5 654
AL-DP-4166  AL4554  +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4559 ‘3-GsUomeCome CUGUAUome CCUCUCUACVGASA-'S 655
AL-DP-4167 AL4554  +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4560 ‘3-GsUomeCGUomeGUOMeAUonme CCUCUCUACoMUCGAA-'S 656
AL-DP-4168 AL4554  +++ 5- GsCACAUAG GAGAGAUGAGCUsU-3 652
AL4561 ‘3-GsUomeComeGUomeGUomeAUome CCUCUCUAComeUCGAA-'S 657
AL-DP-4169 AL4554  +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4562 ‘3-GsUomedCGUomeGUomeAUome CCUCUCUAdCUCGAA-'5 658
AL-DP-4170 AL4555  +++ 5-GsCACAU2.0meAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 659
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASsA-'5 653
AL-DP-4171  AL4555  +++ 5-GsCACAU20omeAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 659
AL4558 3-GsUomeComeGUGUAUCCUCUCUACUGASA-'5 654
AL-DP-4172  AL4555  +++ 5'-GsCACAU20omeAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 659
AL4559 ‘3-GsUomeComeGUGUAUome CCUCUCUACUGASA-'S 655
AL-DP-4173  AL4555  +++ 5-GsCACAU20omeAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 659
AL4560 ‘3-GsUomeCGUomeGUomeAUome CCUCUCUACome UCGAA-'5 656
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siRNA Eficacia [5’-hebra sentido-3’ SEC(;SID
3’-hebra antisentido-5’ "
AL-DP-4174  AL4555  +++ 5-GsCACAU20omeAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 659
AL4561 ‘3-GsUomeComeGUomeGUomeAUome CCUCUCUAComMsUCGAA-'5 657
AL-DP-4175 AL4555  +++ 5-GsCACAU20omeAGGAGAGAUGAGCUsU-3' 659
AL4562 ‘3-GsUomedCGUomeGUomeAUome CCUCUCUAdCUCGAA-'5 658
AL-DP-4176  AL4556 +++ 5-GComeAComeAUomeAGGAGAGAUoMeGAGCUomesU-3’ 660
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASsA-'5 653
AL-DP-4177  AL4556 +++ 5-GComeAComeAUoMeAGGAGAGAUoMeGAGCUomesU-3’ 660
AL4558 ‘3-GsUomeCome GUGUAUCCUCUCUACUGASA-'5 654
AL-DP-4178  AL4556 +++ 5'-GComeAComeAUoMeGGAGAGAUoMeGAGCUomeSU-3’ 660
AL4559 -3-GsUomeCome GUGUAUomeCCUCUCUACUGASA-'5 655
AL-DP-4179  AL4556 +++ 5-GComeAComeAUomMeAGGAGAGAUoMeGAGCUomeSU-3' 660
AL4560 ‘3-GsUomeCGUomeGUomeAUome CCUCUCUACome UCGAA-'5 656
AL-DP-4180 AL4556 +++ 5’-GComeAComeAUomMeAGGAGAGAUomeGAGCUomeSU-3’ 660
AL4561 3-GsUomeComeGUomeGUomeAUome CCUCUCUAComeUCGAA-'5 657
AL-DP-4181  AL4556 +++ 5’-GComeAComeAUomeAGGAGAGAUomeGAGCUonmeSU-3’ 660
AL4562 ‘3-GsUomedCGUomeGUomeAUome CCUCUCUAdCUCGAA-'5 658
AL-DP-4220  AL2780 +++ 5’-GsComeAComeAUomeAGGAGAGAUome GAGCUomeSU-3’ 939
AL2781 ‘3-GsUomeComeGUomeGUomeAUome CCUCUCUACome UCGASA-'5 995
AL-DP-4182 AL4563  +++ 5'-G dC A dC AUomcAGGAGAGAUonMeGAGCUopmesU-3’ 661
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASsA-'5 653
AL-DP-4183 AL4563  +++ 5'-G dC A dC AUomeAGGAGAGAUomMeGAGCUowmesU-3’ 661
AL4558 ‘3-GSUomeCome GUGUAUCCUCUCUACUGASA-'5 654
AL-DP-4184  AL4563  +++ 5’-G dC A dC AUomeAGGAGAGAUomeGAGCUomesU-3' 661
AL4559 ‘3-GSUomeComeGUGUAUome CCUCUCUACUGASA-'5 655
AL-DP-4185 AL4563  +++ 5'-G dC A dC AUomcAGGAGAGAUonMeGAGCUopmesU-3’ 661
AL4560 ‘3-GSUomeCGUomeGUomeAUome CCUCUCUACome UCGAA-'S 656
AL-DP-4186 AL4563  +++ 5'-G dC A dC AUomeAGGAGAGAUonMeGAGCUopmesU-3’ 661
AL4561 ‘3-GsUomeComeGUomeGUomeAUome CCUCUCUAComeUCGAA-'5 657
AL-DP-4187 AL4563  +++ 5’-G dC A dC AUomeAGGAGAGAUomeGAGCUomesU-3’ 661
AL4562 ‘3-GSUomedCGUomeGUomeAUome CCUCUCUAdCUCGAA-'S 658
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siRNA Eficacia [5’-hebra sentido-3’ SEC(;SID
3’-hebra antisentido-5’ "

AL-DP-4188 AL4564  +++ 5’-GSCACAUFAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 662
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASsA-'5 653

AL-DP-4189 AL4565  +++ 5-GCrACFAUFAGGAGAGAUFGAGCUFsU-3 663
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASA -'5 653

AL-DP-4190 AL4566  +++ 5'-GCrACFAUomAGGAGAGAUoM:GAGCUomesU-3’ 664
AL4557 ‘3-GSUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASA-'5 653

AL-DP-4191  AL4567  +++ 5’-GComeAComeAUFAGGAGAGAUFGAGCUEsU-3’ 665
AL4557 ‘3-GsUCGUGUAUCCUCUCUACUCGASsA-'5 653

AL-DP-4192  AL4554 +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4568 ‘3-GSU-GUFGUAU-CCUCUCUACFUCGAA-5 666

AL-DP-4193  AL4554 +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4569 ‘3-GsUrCGUrGUFAUFCCUCUCUACoMeUCGAA-'5 667

AL-DP-4194  AL4554 +++ 5-GsCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU-3’ 652
AL4570 ‘3-GsUomeCGUomeGUomeAUome CCUCUCUACEUCGAA-'S 668

AL-DP-4197  AL4556 ND 5’-GComeAComeAUomMeAGGAGAGAUome GAGCUomesU-3’ 660
AL4568 ‘3-GSUGUGUAU-CCUCUCUAC:UCGAA-'5 666

AL-DP-4221  AL2780 +++ 5-GsComeAComeAUomMeAGGAGAGAUomeGAGCUomesU-3’ 669
AL2782 ‘3-GSUFCGUFGUFAUFCCUCUCUACFUCGASA-'5 670

“Disefio Atugen” basado en un solo saliente

AL-DP-4195  AL4571 + 5'-GcAcAuAgGaGaGaUgAgCusU-3’ 671
AL4572 ‘3-gsUcGuGuAuCcUcUcUaCuCgAa-'5 672

F 2’Fluoro

d desoxinucleoétido

OMe 2'0-Metilo

s enlace de fosforotioato

N Desemparejamientos en controles mezclados
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Tabla 11a-b. Conjugacion de aldehidos, retinal y otros retinoides a los siRNAs de VEGF y oligonucleétidos modelo.

Secuencia ID Secuencia* Masa calc. Masa CGE (%)
encontrada
AL-3174 |Q25-dTdTdTdTdTdT dTdTdTdTdTdT 3767,22 3769,09 A
AL-3175 |Q26-dTdTdTdTdTdT dTdTdTdTdTdT 3980,07 3981,37 A
AL-3176 |Q27-dTdTdTdTdTdT dTdTdTdTdTdT 4034,24 4035,56 A
AL-4326 |GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU (SEC ID n°:608) 6799,22 6798,88 A
AL-3177 |Q25-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU (SEC ID n°:938) B A
AL-3178 |Q27-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU (SEC ID n°:941) 7246,66 7246,53 97%°
AL-3166 |GCACAUAGGAGAGAUGAGCUSsU (SEC ID n°:671) 6815,16 6815,10 A
AL-3184 |Q25-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU (SEC ID n®: 996) | 6995,16 B A
AL-3185 |Q27-GCACAUAG GAGAGAUGAG CUsU (SEC ID n°%| 7261,6 7262,47 97,8°
1066)
AL-3193 |Q28-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU (SEC ID n°:1067)| 7277,61 F
AL-3211 |GAACUGUGUGUGAGAGGUCCSsU (SEC ID n°:940) 6785,10 A
AL-3212 |Q25-GAACUGUGUGUGAGAGGUCCsU (SEC ID n°%| 6965,10 G G
1068)
AL-3213 |Q27-GAACUGUGUGUGAGAGGUCCsU (SEC ID n° 7231,54 G G
1069)
AL-3214 |Q26-GAACUGUGUGUGAGAGGUCCsU (SEC ID n% 7177,37 G G
1070)
Tabla 11. b
AL-DP-# AL-SQ-# Secuencia 5-3’ Comentarios
AL-DP-4410  AL3178 Q27-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUU (SEC ID n°:941) 5’Retinal 4094
AL4327 AAGCUCAUCUCUCCUAUGUGCUG (SEC ID n°:609)
AL-DP-4413  AL3185 Q27-GCACAUAGGAGAGAUGAGCUsU (SEC ID n°:1066) 5’Retinal, 3'PS 4094

AL3167 AAGCUCAUCUCUCCUAUGUGCUSsG (SEC ID n®:942)

Q25 = enlazador de aminooxi

Q26 = 1-pireno-carboxaldehido-aminooxi>

Q27 = todo-trans -retinal-aminooxi
Q28 = 4-ceto-retinol

(A) Estas muestras no se purificaron, y de este modo no se analizaron mediante CGE.
(B) Estas muestras no se analizaron como se usaron en la reaccion de conjugacion en la siguiente etapa.

(C) Hubo dos isémeros (E y Z), y mientras que se observaron dos picos en la CGE, sélo se observé un pico en la
LC/MS con una sola masa. Por lo tanto, el % de CGE es el area de los dos picos en la CGE afiadidas juntas.

(D) En la mezcla bruta sélo habia un poco del producto deseado.

(E) Se observaron dos picos en la LC/MS, con masas de 7276,42 y 7277,72. Las masas se pueden explicar|

mediante la oxidacion facil de retinal a retinal.

(F) Los dos productos principales tienen 33% y 67% mediante CGE.
(G) A determinar.
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Tabla 13. Oligonucleétidos que tienen como diana a VEGF con la modificacién ribo-difluorotoluilica.

AL-DP-#| AL-DP-# | AL-SQ-# | SEC Secuencia de los duplex y Tipo Eficaciain| Tm
progenitor ID modificaciones vitro (°C)
Ne®

4014 4014 4112 806 |GCGGAUCAAACCUCACCAACTAT Control +++ 80
4180 807 |dTdTCGCCUAGUUUGGAGUGGUU

4014 4112 806 |[GCGGAUCAAACCUCACCAAITAT |Desemparejamiento + 75
2957 947 dTdTCGCCUAGUUAGGAGUGGUU antisentido

4014 4112 806 |[GCGGAUCAAACCUCACCAAITAT |Desemparejamiento + 75
2958 948 |dTdTCGCCUAGUUGGGAGUGGUU antisentido

4014 4112 806 |[GCGGAUCAAACCUCACCAACTIT |Desemparejamiento]  ++ 75
2959 949 dTdTCGCCUAGUUCGGAGUGGUU antisentido

4014 4347 4112 806 |GCGGAUCAAACCUCACCAAITAT Difluorotoluilo ++ 76
2472 950 |dTdTCGCCUAGUUFGGAGUGGUU

4014 4348 4112 806 |GCGGAUCAAACCUCACCAAITAT Difluorotoluilo ++
2473 951 dTdTCGCCUAGUFUGGAGUGGUU

4014. 4349 4112 806 |[GCGGAUCAAACCUCACCAACTAT Difluorotoluilo ++
2474 952 dTdTCGCCUAGFUFGGAGUGGUU

4014 4350 4112 806 |GCGGAUCAAACCUCACCAAITAT Difluorotoluilo “+ 70
2475 953 |[dTdTCGCCUAGFFFGGAGUGGUU

4014 2953 954 |GCGGAUCAAGCCUCACCAAdTAT |Desemparejamiento 77
4180 807 |dTdTCGCCUAGUUUGGAGUGGUU sentido

4014 2954 955 | GCGGAUCAACCCUCACCAAdTAT |Desemparejamiento 73
4180 807 dTdTCGCCUAGUUUGGAGUGGUU sentido

4014 2955 956 |GCGGAUCAAUCCUCACCAACTAT |Desemparejamiento] 73
4180 807 |dTdTCGCCUAGUUUGGAGUGGUU sentido

Los duplex se muestran con la hebra sentido escrita 5° a 3'. La hebra antisentido complementaria esta escrita 3’ a 5'.
“d” en minusculas indica a desoxinucleoétido; todas las otras posiciones son ribo. “s” en minusculas indica un enlace
indicates unaa modificacion ribo-difluorotoluilica. Las posiciones alteradas con respecto al

de fosforotioato. “F”
duplex de control se indicant en negrita.
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Se describen ademas los siguientes apartados:

1. Un agente iRNA aislado, que comprende una secuencia sentido y una secuencia antisentido, en el que las
secuencias sentido y antisentido forman un duplex de RNA, y en el que la secuencia antisentido comprende una
secuencia nucleotidica suficientemente complementaria a una secuencia diana de alrededor de 19 a 23
nucleétidos de una secuencia nucleotidica de VEGF, y en el que dicha secuencia diana difiere en no mas de 1, 2
0 3 nucledtidos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 1-401.

2. El agente iRNA del apartado 1, en el que la secuencia sentido comprende una secuencia que difiere en no
mas de 1, 2 6 3 nucledtidos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NOs: 2-401.

3. El agente iRNA del apartado 1, en el que la secuencia sentido comprende una secuencia que difiere en no
mas de 1, 2 6 3 nucleétidos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO:456, SEC ID
NO:546, SEC ID NO:548, SEC ID NO:550, SEC ID NO:552, SEC ID NO:590, SEC ID NO:592, SEC ID NO:594,
SEC ID NO:596, SEC ID NO:608, SEC ID NO:610, SEC ID NO:612, SEC ID NO:614, SEC ID NO:634, SEC ID
NO:636, SEC ID NO:638, SEC ID NO:640, SEC ID NO:646, SEC ID NO: 648, and SEC ID NO:650.

4. El agente iRNA del apartado 3, en el que la secuencia difiere en no mas de 1, 2 6 3 nucleétidos de SEC ID
NO: 608.

5. El agente iRNA del apartado 1, en el que la secuencia antisentido comprende una secuencia que difiere en no
mas de 1, 2 6 3 nucledtidos de una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEC ID NO:457, SEC ID
NO:547, SEC ID NO:549, SEC ID NO:551, SEC ID NO:553, SEC ID NO:591, SEC ID NO:593, SEC ID NO:595,
SEC ID NO:597, SEC ID NO:609, SEC ID NO:611, SEC ID NO:613, SEC ID NO:615, SEC ID NO:635, SEC ID
NO:637, SEC ID NO:639, SEC ID NO:641, SEC ID NO:647, SEC ID NO: 649, and SEC ID NO:651.

6. La secuencia antisentido del apartado 5, en la que la secuencia difiere en no mas de 1, 2 6 3 nucleétidos de
SEC ID NO:609.

7. El agente iRNA del apartado 1, en el que el agente iRNA comprende ademas un resto no nucleotidico.

8. El iRNA del apartado 7, en el que las secuencias sentido y antisentido estan estabilizadas contra la
degradacion nucleolitica.

9. El agente iRNA del apartado 1, que comprende ademas un saliente en 3’, en el que dicho saliente en 3’
comprende de 1 a 6 nucleétidos.

10. EIiIRNA del apartado 9, que comprende ademas un segundo saliente en 3’, en el que dicho segundo saliente
en 3’ comprende de 1 a 6 nucledtidos.

11. El agente iRNA del apartado 1, que comprende ademas un fosforotioato en el primer enlace internucleotidico
en el extremo 5’ de las secuencias antisentido y sentido.

12. El agente iRNA del apartado 1, que comprende ademas un fosforotioato en el primer enlace internucleotidico
en el extremo 3’ de las secuencias antisentido y sentido.

13. El agente iRNA del apartado 1, que comprende ademas un fosforotioato en el primer enlace internucleotidico
en el extremo 5’ de las secuencias antisentido y sentido, y un fosforotioato en el primer enlace internucleotidico
en el extremo 3’ de las secuencias antisentido y sentido.

14. El agente iRNA del apartado 1, que comprende ademas un nucleétido modificado en 2’.

15. El agente iRNA del apartado 14, en el que el nucledtido modificado en 2' comprende una modificacién
seleccionada del grupo que consiste en: 2’-desoxi, 2’-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-metilo, 2’-O-metoxietilo (2’-O-MOE),
2’-O-aminopropilo (2’-O-AP), 2’-O-dimetilaminoetilo (2’-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropilo (2’-O-DMAP), 2’-O-
dimetilaminoetiloxietilo (2’-O-DMAEOE), y 2’-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA).

16. Un método para reducir la cantidad de RNA de VEGF en una célula de un sujeto, que comprende poner en
contacto la célula con un agente iRNA de uno cualquiera de los apartados 1-15.

17. Un método para obtener un agente iRNA de cualquiera de los apartados 1-15, comprendiendo el método la
sintesis del agente iRNA, en el que las hebras sentido y antisentido comprenden al menos una modificacion que
estabiliza el agente iRNA frente a la degradacién nucleolitica.

18. Una composicién farmacéutica que comprende un agente iRNA del apartado 1, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

19. Un método para inhibir la expresién de VEGF, que comprende administrar una cantidad eficaz de un agente
iRNA del apartado 1.

103



ES 2423 060 T3

20. Un método para tratar un ser humano que se ha diagnosticado por tener o que tiene riesgo de tener
degeneracion macular de adulto (AMD), que comprende administrar a un sujeto que necesite tal tratamiento una
cantidad terapéuticamente eficaz de un agente iRNA del apartado 1.
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REIVINDICACIONES

1. Un agente iRNA aislado, que comprende una secuencia sentido y una secuencia antisentido, en el que las
secuencias sentido y antisentido forman un duplex de RNA, y en el que la secuencia antisentido comprende una
secuencia nucleotidica suficientemente complementaria a una secuencia diana de alrededor de 19 a 23 nucledtidos
de una secuencia nucleotidica de VEGF, y en el que dicha secuencia diana difiere en no mas de 1, 2 6 3 nucledtidos
de la secuencia de SEC ID NO: 344.

2. El agente iRNA de la reivindicacion 1, en el que la secuencia sentido comprende una secuencia que difiere en no
mas de 1, 2 6 3 nucledtidos de la secuencia de SEC ID NO: 344.

3. El agente iRNA de la reivindicacion 1, en el que la secuencia sentido comprende una secuencia que difiere en no
mas de 1, 2 6 3 nucledtidos de la secuencia de SEC ID NO: 608.

4. El agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia antisentido comprende una
secuencia que difiere en no mas de 1, 2 6 3 nucleétidos de la secuencia de SEC ID NO: 609.

5. El agente iRNA de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia antisentido comprende la secuencia de SEC ID
NO: 609, y dicha secuencia sentido comprende la secuencia de SEC ID NO: 608.

6. El agente iRNA de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia antisentido consiste en la secuencia de SEC ID
NO: 609, y dicha secuencia sentido consiste en la secuencia de SEC ID NO: 608.

7. El agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el agente iRNA comprende ademas un
resto no nucleotidico, en el que dicho resto no nucleotidico se selecciona preferiblemente de naproxeno, colesterol,
tio-colesterol, acido colanico y acido retinoico.

8. El iRNA de la reivindicacién 7, en el que las secuencias sentido y antisentido se estabilizan frente a la
degradacion nucleolitica.

9. El agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 7 y 8, que comprende ademas uno o dos
salientes en 3’, en el que dicho saliente o salientes en 3' comprenden de 1 a 6 nucledtidos.

10. El agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas

(a) un fosforotioato en el primer enlace internucleotidico en el extremo 5 de las secuencias antisentido y
sentido; y/o

(b) un fosforotioato en el primer enlace internucleotidico en el extremo 3’ de las secuencias antisentido y
sentido.

11. El agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas un nucleétido
modificado en 2.

12. El agente iRNA de la reivindicacion 11, en el que el nucledtido modificado en 2° comprende una modificacién
seleccionada del grupo que consiste en: 2’-desoxi, 2’-desoxi-2’-fluoro, 2’-O-metilo, 2’-O-metoxietilo (2’-O-MOE), 2’-O-
aminopropilo (2’-O-AP), 2’-O-dimetilaminoetilo (2'-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropilo (2’-O-DMAP), 2’-O-
dimetilaminoetiloxietilo (2’-O-DMAEOE), y 2’-O-N-metilacetamido (2'-O-NMA).

13. Un método in vitro para reducir la cantidad de RNA de VEGF en una célula de un sujeto, que comprende poner
en contacto la célula con un agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

14. Un método para obtener un agente iRNA de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, comprendiendo el método
la sintesis del agente iRNA, en el que las hebras sentido y antisentido comprenden al menos una modificaciéon que
estabiliza al agente iRNA contra la degradacién nucleolitica.

15. Una composicion farmacéutica que comprende un agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Un método para inhibir la expresion de VEGF, que comprende administrar una cantidad eficaz de un agente
iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, con la condicion de que se excluya cualquier método de
tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

17. Un agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para uso en el tratamiento de un ser humano
diagnosticado por tener o que tiene riesgo de tener degeneracion macular del adulto (AMD).

18. Un agente iRNA de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, para uso en el tratamiento de tumor o cancer
metastasico.
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FIG. 9A
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IAL-DUP-4094_120 5’-GCACAU AGGAGAG AUGAGCU-3’
min.
3’. GUCGLGUAUCCUCUCUACUCGAA-5
RT [min] Hebra 3- Sitio de  [Fragmento Fosfato Masa |[Masa |Observaciones
Exo/En| escision cal. exp.
do
1,17 sentido endo  |Ue-As 5'-GCACAU 3-Fosfato 1920,2 [1920,0 | * algunas masas
sin identificar
10,34 antisentido endo  |Us-Co UACUCGAA-5’ Fosfato 2554,5 [2554,0 [pequefio después
ciclico de 30 min
cinética lenta
14,61 sentido 3-exo del siguienteAGGAGAGAUGAGCU - 4571,8 4572,0
fragmento
15,85 sentido endo  |[Ue-As IAGGAGAGAUGAGCU-3 - 4878,0 4878,0
17,32 antisentido endo  [U4s-Ase UCCUCUCUACUCGAA-5’ Fosfato 4693,8 4693,0
ciclico
19,37 antisentido endo  |Uis-Ass UCCUCUCUACUCGAA.5 3-Fosfato 4711,8 4711,0 |no detectado
después de 30
min
21,45 sentido 3-exo |n-1 5’-GCACAUAGGAGAGAUGAGCU - 6492,0 16492,5 [pequefio después
de 30 min
22,16 sentido FLP 5’-GCACAUAGGAGAGAUGAGCU-3’ - 6798,2 16797,5 [s6lo pequenas
cantidades de as-
FLP detectadas
22,86 antisentido 3-exo |n-2 CGUGUAUCCUCUCUACUCGAA-5' [Fosfato 6630,9 16631,0
ciclico
23,91 antisentido 3-exo |n-2 CGUGUAUCCUCIICUACUCGAA-5" [3-Fosfato 6648,9 6648,0 |no detectado
después de 30
min
24,32 antisentido 3-exo |n-1 UCGUGUAUCCUCUCUACUCGAA- [3-Fosfato 6955,1 6954,8
5

FIG. 12
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