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DESCRIPCION
Polinucledtidos modificados para reducir los efectos no especificos en la interferencia con ARN
Campo de la invencion
La presente invencién hace referencia al campo de los polinucleétidos modificados.
Antecedentes

Actualmente se cree que la inactivacion de genes mediante el silenciamiento de genes inducido por ARN implica un
minimo de tres niveles diferentes de control: (i) inactivacién de la transcripcion (ADN guiado por ARNip y metilacion
de histonas); (ii) degradacion de ARNm inducida por ARN de interferencia pequefio (ARNip); y (iii) atenuacién
transcripcional inducida por ARNip. EI ARN de interferencia (ARNi) generado por ARNip puede tener una larga
duracion y ser eficaz a lo largo de mdltiples divisiones celulares. Por lo tanto, el ARNi representa una herramienta
potencialmente valiosa que puede ser Util en el andlisis de la funcién de los genes, la validacion de la diana del
farmaco, el andlisis de rutas, y la terapia de enfermedades.

Recientes estudios en el mecanismo de la ruta de degradacion del transcrito mediada por ARNi han revelado
numerosos componentes claves en esta ruta. Una ARNasa de tipo Il denominada Dicer procesa el ARNdh largo en
ARNIip (duplex de 19-23 pb) que con posterioridad se empareja con el Complejo de Silenciamiento de Interferencia
con ARN (RISC) para mediar la degradacion de transcritos diana de una manera especifica de la secuencia. Este
fendmeno se ha observado en un grupo diverso de organismos. Desafortunadamente, los intentos iniciales para
utilizar ARNdh largo para inducir ARNi en células de mamifero alcanz6é un éxito apenas limitado debido a la
induccion de la respuesta del interferén, lo que da como resultado una inhibicion general, en oposicion a la dirigida,
de la sintesis de proteina.

Mas recientemente, se ha demostrado que cuando los ARNip sintéticos cortos son introducidos en células de
mamifero en cultivo, se puede lograr una degradacién especifica de la secuencia del ARNm diana sin inducir una
respuesta de interferén. Estos duplex cortos, pueden actuar cataliticamente a concentraciones sub-molares para
escindir mas de 95% del ARNm diana en una célula. Se proporciona una descripcion de los mecanismos para la
actividad del ARNip, asi como de algunas de sus aplicaciones en Provost et al., Ribonuclease Activity and RNA
Binding of Recombinant Human Dicer, E.M.B.O.J., 2002 Nov., 1, 21(21): 5864 -5874;Tabara et al., The dsRNA
Binding Protein RDE-4 Interacts with RDE-1, DCR-1 and a DexH-box Helicase to Direct RNAI in C. elegans, Cell
2002, 28 Junio, 109(7):861-71; Ketting et al., Dicer Functions in RNA Interference and in Synthesis of Small RNA
Involved in Developmental Timing in C. elegans, Genes and Development, 2001, 15(20):2654-9; y Martinez et al.,
Single-Stranded Antisense siRNAs Guide Target RNA Cleavage in RNA, Cell 2002, 6 Sept., 110(5):563.

A pesar de la promesa del ARNi, se deben tratar cuatro cuestiones principales incluyendo funcionalidad,
especificidad, métodos de liberacion, y estabilidad, cuando se trabaja con ARNip. La especificidad hace referencia a
la capacidad de un ARNip concreto para silenciar una diana deseada sin alterar la expresion de otros genes, y
estudios recientes han demostrado que la inhibicion de un gen distinto del deseado ("off-targeting”, esto es, la
inhibicion de dianas distintas de la diana pretendida) es mucho mas extensa en el ARNi de lo que originalmente se
pronosticé (véase Jackson, A.L. et al. (2003) "Expression profiling reveals off-target gene regulation by RNAi" Nature
Biotechnology 21:635-7).

Puesto que los efectos no especificos puede inducir fenotipos no deseables, se consideran indispensables nuevos
métodos y composiciones que minimicen, alteren, o eliminen los efectos no especificos para que el ARNip se
convierta en una herramienta de investigacion y terapéutica eficaz. La presente invencién aborda la cuestion de la
especificidad proporcionando modificaciones para el ARNip que pueden incrementar o alterar la especificidad del
ARNip.

Compendio de lainvencién

La presente invencion esta dirigida a composiciones y métodos para realizar la interferencia por ARN. En general las
modificaciones quimicas por ARNip descritas en la presente memoria afectan a una propiedad critica de las
moléculas: la especificidad. Las modificaciones que afectan a la especificidad son particularmente ventajosas en
aplicaciones de investigacion y terapéuticas donde la especificidad es critica. Se describe una combinacién distinta
de modificaciones (y derivados de ese patron de modificacion) que mejora sustancialmente las aplicaciones del
ARNi y que es aplicable en el disefio de reactivos de silenciamiento 6ptimos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2426918 T3

Por consiguiente, la invencién proporciona: Un ARNip de doble hebra que comprende:

i. una hebra efectora que comprende
a. un primer nucleotido efector terminal 5', en donde dicho primer nucleétido efector terminal 5'
comprende una primera modificacion 2'-O-alquilo, y
b. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efector terminal 5'
comprende una segunda modificacion 2'-O-alquilo; y

ii. una hebra antisentido que comprende
a. un primer nucleétido antisentido 5' terminal, en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o mas grupos fosfato unidos al carbono 5' de su radical azucar, y
b. un segundo nucleétido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacion 2'-O-alquilo,

en donde dicha hebra efectora y dicha hebra antisentido son capaces de formar un duplex de 18-19 pares de bases
de nucledtidos que tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del duplex, y dentro de dicho
primer nucleétido efector terminal 5' es el nucleétido méas 5' de la hebra efectora, dicho segundo nucleétido efector
terminal 5' es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido efector terminal 5', dicho primer
nucleétido antisentido terminal 5' es el nucleétido mas 5' de la hebra antisentido y dicho segundo nucleétido
antisentido 5' terminal es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucledtido antisentido terminal 5',
en donde todos los nucleétidos de la hebra efectora y de la hebra antisentido distintos de dicho primer nucleétido
efector terminal 5', dicho segundo nucleétido efector terminal 5', y dicho segundo nucleétido antisentido 5' terminal
comprenden un 2'-OH.

La invencion también proporciona un ARNip de doble hebra de la invencién para su uso en el tratamiento del
organismo humano o animal mediante terapia o para su uso en un método de diagndstico que se pone en practica
en un organismo humano o animal.

Breve descripcion de las figuras

Las ventajas de las realizaciones preferidas de ciertos aspectos de la invencidn se muestran en las figuras
adjuntas, en donde:

La Figura 1 representa la relacion entre el posicionamiento de una realizacién de las modificaciones de la
invencion en duplex que son mas largos de 25 pb. El disefio 6ptimo de las moléculas garantiza que después
de la digestion con Dicer, el duplex funcional final contiene el patron de modificaciéon de la invencion
representado. Obsérvese, en el sustrato de Dicer inicial, que la hebra efectora y/o antisentido pueden tener
salientes 3'. Alternativamente, ambos extremos pueden tener extremos romos.

La Figura 2 representa la relacién entre el posicionamiento de las modificaciones de la invencién en
horquillas. El disefio 6ptimo de las moléculas garantiza que después de la digestién con Dicer, el duplex
funcional final contiene el patron de modificacion de la invencion representado. Obsérvese, en el sustrato de
Dicer inicial, que el extremo libre (abierto) de la molécula puede ser romo o puede contener un saliente 3'.
Ademas, la molécula unimolecular se puede organizar en orientacion 5' antisentido-bucle-efecto o 5' efector-
bucle-antisentido.

La Figura 3 ilustra un eshozo del ciclo de sintesis de ARN 2'-ACE.

La Figura 4 ilustra la estructura de un ARN protegido con 2'-ACE preferido inmediatamente antes de la
desproteccion 2'.

Las Figuras 5A y 5B representan la relacion entre la modificacion y la funcién para ARNip SEAP-2217 2'-O-
metilado. Las figuras demuestran el efecto sobre el silenciamiento génico de modificaciones de una sola base
(barras de color negro) y emparejadas (gris) 2'-O-metil de la hebra efectora (Figura 5A) and hebra antisentido
(Figura 5B) of SEAP-2217. El eje de las X representa la relacion positiva de la modificacion junto con cada
hebra de ARNip (5'—3'). El eje de las Y representa el porcentaje de expresion con respecto a los controles.
Las Figuras 6A-6F muestran los efectos de la 2'-O-metilacion con y sin fosforilacion 5' en las hebras
antisentido de seis ARNip especificos de luciferasa diferentes (luc 8, 18, 56, 58, 63, and 81). "S" = hebra
efectora. "AS" = hebra antisentido. "*" indica la 2'-O-metilacion en las posiciones 1y 2 de la hebra designada.
"p" indica fosforilacion 5' de la hebra designada. El eje de las Y representa el % de expresion en comparacion
con células de control (no transfectadas). "Control" = células supuestamente transfectadas.

La Figura 7 representa un perfil de expresion de micromatriz (un mapa de calor) generado en células tratadas
con ARNIp que elige como diana IGF1R-73 en formas no modificadas (parte superior) y modificadas (parte
inferior). El patron de modificacién incluye la modificacién 2'-O-metilo de las posiciones 1 y 2 en las hebras
tanto efectora como antisentido, mas forforilaciéon del carbono 5 del anillo de ribosa del nucleétido antisentido
terminal 5'. (IGF1R-73: 5-UGCUGACCUCUGUUACCUC-3', efectora)(SEQ. ID NO.1)

Las Figuras 8A y 8B representan mapas de calor de células tratadas con ARNip que eligen como diana: (A)
MAPK14, y (B) MPHOSPHL1. Los diplex MAPK14-193 y MPHOSH1-202 o bien no estan modificados (parte
superior), hebra efectora modificada con una modificacién 2'-O-metilo de las posiciones 1y 2 (segunda desde
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arriba), hebra antisentido modificada con una modificacion 2'-O-metilo de las posiciones 1y 2 (tercera desde
arriba), o bien ambas hebras modificadas con modificaciones 2'-O-metilo de las posiciones 1 y 2 (parte
inferior de cada mapa de calor). Todos los diplex sometidos a ensayo contenian un grupo fosfato sobre el
carbono 5 del anillo de ribosa del nucleétido antisentido terminal 5'. Las flechas indican la posicién y los
niveles relativos de silenciamiento de la diana. (MPHOS1-202: 5-GACAUGCGAAUGACACUAG-3' (SEQ. ID
NO. 2); Mapk14-193: 5'-CCUACAGAGAACUGCGGUU-3' (SEQ. ID NO. 3), hebra efectora.

La Figura 9 representa un resumen del nidmero de dianas inespecificas para ocho ARNip diferentes que
eligen como diana 4 dianas separadas MAPK14, MPHOSPHL1, PTEN, e IGF1R. El patron de modificacion
quimica de los ARNip asociado con cada duplex se muestra en la parte superior de cada columna. Ademas
de (1) sin modificaciones 2'-O-metilo, (2) modificaciones 2'-O-metilo en las posiciones 1 y 2 de la hebra
antisentido, (3) modificaciones 2'-O-metilo en las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora, o (4) modificaciones
2'-O-metilo en las posiciones 1 y 2 de ambas hebras, todos los diplex sometidos a ensayo contienen un
grupo fosfato en el carbono 5 del anillo de ribosa del nucledtido antisentido terminal 5'. Las secuencias de la
hebra efectora de las moléculas de esta figura incluyen: IGF1R-73: 5' UGCUGACCUCUGUUACCUC-3'
(SEQ. ID NO. 4), Mapk14-193: 5' CCUACAGAGAA CUGCGGUU-3' (SEQ. ID NO. 5), Mapk14-153: 5'
GUCAUCAGCUUUGUGCCAC-3' (SEQ. ID NO. 6), MPHOS1-202:5' GACAUGCGAAUGACACUAG-3' (SEQ.
ID NO. 7), MPHOS1-203: 5 AGAGGAACU CUCUGCAAGC-3' (SEQ. ID NO. 8), PTEN 213: &
UGGAGGGGAAUGCUCAGAA-3' (SEQ. ID NO. 9) and PTEN 214: 5' UAAAGAUGGCACUUUCCCG-3' (SEQ.
ID NO. 10), IGF1R-73: UGCUGACCUCUGUUACCUC-3' (SEQ. ID NO. 11), IGFIR-71: &%
GCUCACGGUCAUUACCGAG-3' (SEQ. ID NO. 12)

La Figura 10a representa un mapa de calor que muestra los resultados de un paseo de modificaciéon quimica
a lo largo del ARNip para MAPK14-153. Los duplex portan modificaciones individuales o modificaciones
emparejadas 2'-O-metilo de diversas posiciones de la hebra antisentido del ARNip combinadas con
modificaciones 2'-O-metilo en las posiciones 1y 2 de la hebra efectora y un grupo fosfato en el carbono 5' del
anillo de ribosa del primer nucleétido antisentido (terminal). Mapk14-153: 5 GUCAUCAGCUUUGUGCCAC-3'
(SEQ. ID NO. 13), hebra efectora. Las letras D-R describen las siguientes moléculas:

D: no modificada

E modificacion con 2'O-metilo de las posiciones 1y 2 de la hebra AS;

F: modificacion con 2'O-metilo de las posiciones 1y 2 de la hebra AS sin modificacion de la hebra efectora;

G: modificacion con 2'0-metilo de las posiciones 2 y 3 de la hebra AS;

H: modificacién con 2'0-metilo de las posiciones 3y 4 de la hebra AS;

I: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 4 y 5 de la hebra AS;

J: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 5y 6 de la hebra AS;

K: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 6 y 7 de la hebra AS;

L: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 7 y 8 de la hebra AS;

M: modificacion con 2'0-metilo de las posiciones 8 y 9 de la hebra AS;

N: modificacién con 2'0O-metilo de las posiciones 9 y 10 de la hebra AS;

O: modificacién con 2'0-metilo de las posiciones 10y 11 de la hebra AS;

P: modificacion con 2'O-metilo de la posicidn 1 de la hebra AS;

Q: modificacion con 2'0O-metilo de la posicion 2 de la hebra AS;y

R: maodificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 1, 2, 11, y 12 de la hebra AS

La Figura 10b representa un mapa de calor que demuestra cémo la posicién 2 es un nucleoétido critico en la
determinacién de la modulacion no especifica del gen. A) Se examiné el redireccionamiento de ARNip a tres
genes diferentes (MAPK14, KNTC2, y STK6) para determinar los efectos no especificos mediante andlisis de
micromatriz cuando el duplex no estaba modificado (parte superior de cada conjunto de mapas de calor),
estaba modificado con grupos 2'-O-metilo en las posiciones 1y 2 de la hebra efectora (segunda empezando
por arriba en cada conjunto de mapas de calor), estaba modificado con grupos 2'-O-metilo en las posiciones
1y 2 de la hebra efectora mas modificaciones 2'-O-metilo en la posicién 1 de la hebra antisentido (tercero
desde la parte de arriba de cada conjunto de mapas de calor), estaba modificado con grupos 2'-O-metilo en
las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora mas modificaciones 2'-O-metilo en la posicion 2 de la hebra
antisentido (cuarta desde la parte de arriba de cada conjunto de mapas de calor), y estaba modificado con
grupos 2'-O-metilo en las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora mas modificaciones 2'-O-metilo en las
posiciones 1y 2 de la hebra antisentido (quinta desde la parte de arriba de cada conjunto de mapas de calor).
Todos los duplex de este estudio contenian un grupo fosfato en el carbono 5' del anillo de ribosa del primer
nucleétido antisentido (terminal). Las secuencias de la hebra efectora utilizadas en esta figura incluyen:
KNTC2: 5' GGCUUCCUUACAAGGAGAU-3' (SEQ. ID NO. 14), Mapk14-193: 5'
CCUACAGAGAACUGCGGUU-3' (SEQ. ID NO. 15), STK6: CGGGUCUUGUGUCCUUCAA-3' (SEQ. ID NO.
16).

La Figura 11 compara los efectos de la modificacion quimica con emparejamientos erréneos de pares de
bases selectivos sobre los efectos no especificos (MAPK14-153) inducida por ARNip (Mapk14-153:
5'GUCAUCAGCUUUGUGCCAC-3' (SEQ. ID NO. 17), efector). Los ocho mapas de calor de la parte superior
representan duplex que estan: no modificados (parte superior), o contienen modificaciones 2'-O-metilo en las
posiciones 1y 2,2y 3,3y4,4y5,5y6,6y 7,07y 8de lahebra antisentido. Todos los dlplex contienen
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un grupo fosfato en el carbono 5' del anillo de ribosa del primer nucleétido antisentido (terminal). La mitad
inferior del mapa de calor representa ARNip que tienen emparejamientos erréneos de pares de bases (entre
la hebra antisentido del ARNip y la molécula diana) incorporados a los duplex de ARNip. Todos los duplex
contienen un grupo fosfato en el carbono 5' del anillo de ribosa del primer nucleétido antisentido (terminal).
Las Figuras 12a-d demuestran una toxicidad de ARNip especifica de la secuencia, independiente de la diana.
12a: Se transfectaron células HelLa con uno de 90 ARNip diferentes que se dirigian a DBl (NM _020548,
posicion 202-291). Los datos se presentan de acuerdo con la posicion de ARNip en el paseo. La linea
discontinua (horizontal) representa el umbral de viabilidad del 75%. Las zonas encuadradas indican ARNip
téxico con similitud de secuencia. Los datos de toxicidad (barras grises) se superponen sobre los datos de
expresion de ARNm DBI (barras negras) para el mismo conjunto de ARNip. 12h: Se transfectaron células
HeLa con uno de 48 ARNip funcionales (silenciamiento >70%) que se dirigen a 12 genes diferentes. Los
datos se clasifican basandose en el nivel de toxicidad inducida por ARNip. ARNip no toxico (barras grises),
ARNIp toxico (barras negras). 12c: Células Hela transfectadas con un subconjunto de ARNip téxicos y no
téxicos de (b) que se dirigen a MAPK1 (MEK1) o a MAPK2 (MEK?2). Los datos de toxicidad (barras grises) se
presentan junto a los datos de expresion de ARNm (barras negras). Los datos demuestran que no existe
correlacion entre el nivel de silenciamiento y la toxicidad. 12d: Estudios de dilucion que muestran los efectos
de ARNip toxico (MAP2K2-3, SRD5A1-1, SRD5A1-3 y SRD5A2-3) en células Hela a concentraciones
variables. Los valores de toxicidad representan la media de tres experimentos independientes (cada uno
realizado por triplicado). Las barras de error representan la desviacion tipica de la media. Para los protocolos
experimentales: 72h horas después de la transfeccion, se afiadieron 25 microlitros de colorante Azul Alamar a
los pocillos que contenian las células en 100 microlitros de medio. Después las células se incubaron (0,5
horas) a 37°C en una atmésfera humidificada con 5% de CO,. Con posterioridad se midio6 la fluorescencia en
un contador multi-marca Perkin Elmer WallacVector2 1420 con excitacién a 540 nm y emision a 590 nm. Los
resultados presentados en la Figura 12 son una media de nueve datos puntuales procedentes de tres
experimentos independientes llevados a cabo en dias diferentes. Para los fines de este estudio, los ARNips
se definieron como toxicos cuando los resultados de nueve experimentos diferentes (tomando en
consideracion las desviaciones tipicas) mostraron que la viabilidad celular era inferior a 75%. Para los niveles
de expresion de genes comparativos, se cuantificd6 el ARNm utilizando Kits Quantigene® (Genospectra,
Fremont, CA) para el andlisis del ADN ramificado (ADNr) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
nivel de ARNm de GAPDH (un gen doméstico) se utilizé6 como referencia.

Figuras 13a-c. dependencia de la secuencia de la toxicidad del ARNip. Se transfectaron células HelLa con
ARNip funcionales que contenian 13a: AAA/UUU, 13b: GCCA/UGGC, o 13c: motivos no téxicos. El ARNip
que contiene el motivo muestra una mayor incidencia de toxicidad. Los valores para la toxicidad representan
la media de tres experimentos independientes (cada uno llevado a cabo por triplicado). Las barras de error
representan la desviacion tipica de la media.

Las Figuras 14a-1 ilustran la toxicidad mediada por ARNip mediada por la ruta del ARNi. 14a: Diagrama de
los procedimientos experimentales utilizados en los experimentos de reduccién de la expresion de
elF2C2/Ago2. "T1" y "T2" representan "transfeccion 1" y transfeccién 2", respectivamente. EI ARNip de
control y de ensayo se transfectaron a 10 nM en cada transfeccion, 14b-14i: Experimentos de control que
demuestran que la reduccion de la actividad del producto del gen elF2C2 inhabilita la ruta de ARNi (b, d, f, y h
- representan los niveles de expresion de EGFP; c, e, g, y i - muestran la tincién por Hoechst 33342
comparativa). El estudio demuestra que si se inhabilita la ruta de ARNi con el ARNip de elF2C2, la posterior
adicion de ARNip de redireccionamiento no logra silenciar su diana. 14j: Grafico que muestra los efectos de la
reduccion de la expresion de elF2C2 sobre la toxicidad de ARNip; 14k: Grafico que muestra el efecto del
truncamiento de ARNip téxico por 2 nucledtidos (19 unidades — 17 unidades) sobre la toxicidad de ARNip.
141: Gréfico que muestra los efectos que tienen las modificaciones quimicas de ARNip tdxico sobre la
toxicidad de ARNip. 14m. Toxicidad de 37 secuencias que se dirigen a luciferasa en formas modificadas y no
modificadas; 14n. Gréafico que muestra el nivel de silenciamiento de las secuencias que se dirigen a luciferasa
en formas modificadas y no modificadas. Los valores para la toxicidad representan la media de tres
experimentos independientes (cada uno llevado a cabo por triplicado). Las barras de error representan la
desviacion tipica de la media. Se utilizé la microscopia ordinaria y fluorescente para obtener datos sobre la
morfologia celular y de los nicleos. Las células vivas se tifieron con colorante nuclear fluorescente permeable
a las células Hoechst 33342 (2 microg/ml, 15 minutos a 37°C, Molecular Probes). Las fotografias se tomaron
utilizando una camara InSight CCD del microscopio fluorescente Leica DML y el programa SPOT 3.5.

La Figura 15 ilustra una 5'-O-benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)silil-2'-O-bis(2-acetoxietill)ortoformil-3'-O-(N,N-
diisopropil)metil-fosforamidita. B es una base nucleosidica tal como, por ejemplo, adenosina, guanosina,
citidina, o uracilo; Z es un grupo protector para la amina exociclica (isobutirilo para Ay G, acetilo para C.

La Figura 16 ilustra una 5'-O-benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)-silil-2'-O-metil-3'-O-(N,N-diisopropil)metil
fosforamidita. B es una base nucleosidica tal como, por ejemplo, adenosina, guanosina, citidina, o uracilo; Z
es un grupo protector para la amina exociclica (isobutirilo para A y G, acetilo para C).

La Figura 17 ilustra una N,N-diisopropilamino-bis(2-cianoetil)-fosforamidita.

La Figura 18 muestra mapas de calor generados a partir de células HelLa tratadas con duplex y agrupaciones
de ciclofilina B (18a-18c) o MAP2K1 (18d-18f) en formas no modificadas y modificadas. "N" = normal, no
modificada. "OTP" = modificada. Los resultados demuestran que la adicion de modificaciones quimicas de la
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invencién a duplex individuales reduce generalmente el nimero de genes inespecificos en 50% 0 mas
(véanse 18a, 18b, 18d, 18e). La combinacién de modificaciones de la invencién con agrupaciones reduce el
namero de genes que son regulados a la baja > 2 veces por encima del 90% (véanse 18c, 18f).

Descripcion detallada

La presente invencion esta dirigida a composiciones y métodos para llevar a cabo la interferencia con ARN,
incluyendo el silenciamiento génico inducido por ARNip. Por medio del uso de la presente invencion, polinucleétidos
modificados, y derivados de los mismos, se pueden mejorar la eficacia de las aplicaciones de la interferencia con
ARN.

A menos que se establezca explicitamente de otro modo, o implicitamente a partir del contenido, los siguientes
términos y expresiones incluyen los significados proporcionados mas abajo:

Alquilo

El término "alquilo" hace referencia a un radical hidrocarbilo que puede ser saturado o insaturado. Puede
comprender radicales que son lineales, ramificados y/o ciclicos.

Los grupos alquilo ilustrativos incluyen, pero no estan limitados a, radicales tales como, por ejemplo, metilo, etilo,
propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo,
hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo y grupos alquilo de mayor nimero de carbonos, asi como 2-
metilpropilo, 2-metil-4-etilbutilo, 2,4-dietilpropilo, 3-propilbutilo, 2,8-dibutildecilo, 6,6-dimetiloctilo, 6-propil-6-butiloctilo,
2-metilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, isopropilo, isobutilo, isopentilo, etc. El término alquilo también
incluye grupos alquenilo, tales como vinilo, alilo, aralquilo y alquinilo. A menos que se especifique de otro modo, los
grupos alquilo no estan sustituidos.

El grupo alquilo preferido para una modificacién 2' es un grupo metilo con una conexion O al carbono 2' de un radical
ribosilo, esto es, un 2'-O-alquilo que comprende un grupo 2'-O-metilo. Un grupo 2'-O-metilo preferido es uno no
sustituido: -O-CH3

Nucleodtido modificado con 2'-O-alquilo

La expresion ""nucledtido modificado con 2'-O-alquilo” hace referencia a una unidad nucleotidica que tiene un radical
azucar, por ejemplo un radical desoxirribosilo que estd modificado en la posiciéon 2' de manera que un atomo de
oxigeno esté anclado tanto al &tomo de carbono localizado en la posicion 2' del azicar como a un grupo alquilo. En
diversas realizaciones, el radical alquilo consiste esencialmente en carbonos e hidrégenos. Una realizacion
particularmente preferida. Una realizacion particularmente preferida es una en la que el radical alquilo es un radical
metilo.

Hebra antisentido

La expresion "hebra antisentido" segln se utiliza en la presente memoria, hace referencia a un polinucle6tido o una
regién de un polinucledtido que es sustancialmente (esto es, 80% o mas) o 100% complementario a un acido
nucleico diana de interés. Una hebra antisentido puede estar comprendida por una regioén de polinucleétido que es
ARN, ADN o quimérica ARN/ADN. Por ejemplo, una hebra antisentido puede ser complementaria, en su totalidad o
en parte, a una molécula de ARN mensajero, una secuencia de ARN que no es ARNm (p. ej., ARNt, ARNr y ARNhn)
0 una secuencia de ADN que es o bien codificante o bien no codificante. La expresion "hebra antisentido" incluye la
region antisentido de polinucledtidos que se forman a partir de dos hebras separadas, asi como ARNip
unimoleculares que son capaces de formar estructuras en horquilla. Se pretende que las expresiones "hebra
antisentido" y "regién antisentido" sean equivalentes y se utilicen indistintamente. La hebra antisentido puede estar
modificada con un grupo diverso de moléculas pequefias y/o productos conjugados.

Modificacién en el carbono 2

La expresion "modificacion en el carbono 2" hace referencia a una unidad de nucleétido que tiene un radical azucar,
por ejemplo un radical que esta modificado en la posicion 2' de la subunidad de azicar. Un "nucleétido modificado
con 2'-O-alquilo” estd modificado en esta posicion de manera que un atomo de oxigeno esta anclado tanto al atomo
de carbono localizado en la posicién 2' del azicar como a un grupo alquilo, p. €j., 2'-O-metilo, 2'-O-etilo, 2'-O-propilo,
2'-O-isopropilo, 2'-O-butilo, 2-O-isobutilo, 2'-O-etil-O-metilo (-OCH2CH20CHg), y 2'-O-etil-OH (-OCH2CH,0OH). Una
"modificacién efectora en el carbono 2™ hace referencia a una modificacién en la posicion del carbeno 2' de un
nucleotido sobre la hebra efectora o dentro de la region efectora del polinucleétido. Una "modificacion antisentido en
el carbono 2" hace referencia a una modificacién en la posiciéon del carbono 2' de un nucle6tido sobre la hebra
antisentido o dentro de una regién antisentido del polinucleoétido.
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Complementario

El término "complementario” hace referencia a la capacidad de los polinucleétidos para formar pares de bases entre
si. Los pares de bases se forman tipicamente por medio de enlaces de hidrégeno entre unidades de nucleétidos en
hebras o regiones de polinucledtidos antiparalelas. Las hebras o regiones de polinucleétidos complementarias
pueden emparejar las bases en la manera de Watson-Crick (p. €j., Acon T, A con U, C con G), o en cualquier otra
manera que permita la formaciéon de duplex estables. La complementariedad se mide tipicamente con respecto a
una region daplex y de ese modo excluye, por ejemplo, los salientes. Una regién duplex comprende una region de
complementariedad entre dos hebras o entre dos regiones de una hebra sencilla, por ejemplo, un ARNip
unimolecular. Tipicamente, la regién de complementariedad es el resultado del emparejamiento de bases de
Watson-Crick.

La complementariedad perfecta o complementariedad del 100% hace referencia a la situacion en la cual cada
unidad de nucleétido de una hebra o regién de polinucleétido puede formar enlaces de hidrégeno con cada unidad
de nucledtido de un una segunda hebra o region de polinucledtido. La complementariedad inferior a la perfecta hace
referencia a la situacion en la que algunas unidades de nucleétido, pero no todas, de dos hebras o dos regiones
pueden formar enlaces de hidrégeno entre si. Por ejemplo, para 20 unidades, si solamente dos pares de bases de
cada hebra pueden formar enlaces de hidrégeno entre si, las hebras o regiones de polinucle6tido muestran una
complementariedad de 10%. en el mismo ejemplo, si 18 pares de bases de cada hebra o cada regién pueden formar
enlaces de hidrogeno entre si, las hebras de polinucledtido muestran una complementariedad de 90%. La
complementariedad sustancial hace referencia a hebras o regiones de polinucledtido que muestran una
complementariedad de 80% o mayor.

Desoxinucle6tido

El término "desoxinucle6tido” hace referencia a un nucledtido o polinucledtido que carece de grupo OH en la
posicion 2' o 3' de un radical azlcar, y/o a un didesoxi terminal 2',3' en lugar de tener un hidrégeno en el carbono 2'
ylo 3.

Desoxirribonucleétido

Los términos "desoxirribonucledtido” y "ADN" hacen referencia a un nucleétido o polinucledtido que comprende al
menos un radical ribosilo que tiene un H en la posicion 2' de un radical ribosilo. Preferiblemente un
desoxirribonucledtido es un nucleétido que tiene un H en su posicién 2'.

Aguas abajo

Se considera que una primera regién o nucleétido de una hebra de nucleédtidos esta aguas abajo de una segunda
region, si la porcion mas 5' es la porciobn mas proxima de esa region al extremo 3' de la segunda region (o
nucleétido).

Primer nucleétido antisentido terminal 5'

La expresion "primer nucleétido antisentido terminal 5™ hace referencia al nucle6tido o region de la hebra antisentido
que esta localizado en la posicién mas 5' de esa hebra con respecto a las bases o regién de la hebra antisentido que
tienen las correspondientes bases complementarias sobre la hebra o regidén efectora. De este modo, en un ARNip
que esta formado por dos hebras separadas (esto es, no es un ARNip unimolecular o en horquilla), hace referencia a
la base mas 5' distinta de las bases que forman parte de cualquier saliente 5' sobre la hebra antisentido, que puede
estar presente o no. Cuando el primer nucleétido antisentido terminal 5' es parte de una molécula en horquilla, el
término "terminal” hace referencia a la posicion mas 5' con respecto a la posicion dentro de la regién terminal y por lo
tanto es el nucle6tido méas 5' de la region antisentido.

Primer nucleétido efector terminal 5'

La expresion "primer nucleétido efector terminal 5" se define en referencia al nucledtido antisentido. En las
moléculas que estan formadas por dos hebras separadas (esto es, no es un ARNip unimolecular o en horquilla),
hace referencia al nucleétido de la hebra efectora que esta localizado en la posicion mas 5' de la hebra con respecto
a las bases de la hebra efectora que tienen las correspondientes bases complementarias sobre la hebra antisentido.
De este modo, en un ARNip que esta formado por dos hebras separadas (esto es, no es un ARNip unimolecular o
en horquilla), es la base mas 5' distinta de las bases que son parte de cualquier saliente 5' sobre la hebra o region
efectora, que puede estar presente o no. Cuando el primer nucleétido efector terminal 5' es parte de un ARNip
unimolecular que es capaz de formar una molécula en horquilla, el término "terminal” hace referencia a la posicién
relativa dentro de la hebra o regién efectora medida por la distancia desde la base complementaria al primer
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nucledtido antisentido terminal 5'.
Funcional

Un ARNip puede estar dividido en cinco (5) grupos (no funcional, semi-funcional, funcional, altamente funcional, e
hiperfuncional) basandose en el nivel o grado de silenciamiento que inducen en las lineas celulares cultivadas.
Segun se utiliza en la presente memoria, estas definiciones se basan en un conjunto de condiciones en las que el
ARNip es transfectado a dicha linea celular a una concentracién de 100 nM y el nivel de silenciamiento se somete a
ensayo en un momento aproximadamente 24 horas después de la transfeccion, y sin exceder las 72 horas después
de la transfeccion. En este contexto, los "ARNip no funcionales" se definen como aquellos ARNip que inducen
menos de 50% (<50%) de silenciamiento de la diana. Los "ARNip semi-funcionales" inducen un silenciamiento de la
diana de 50-79%. Los "ARNip funcionales" son moléculas que inducen un silenciamiento génico de 80-95%. Los
"ARNip altamente funcionales" son moléculas que inducen mas de 95% de silenciamiento génico. Los "ARNip
hiperfuncionales" son una clase especial de moléculas. Para los fines de este documento, los ARNip
hiperfuncionales se definen como aquellas moléculas que: (1) inducen méas de 95% de silenciamiento de una diana
especifica cuando se transfectan a concentraciones subnanomolares (esto es, menos de uno nanomolar); y/o (2)
inducen niveles funcionales (o mejores) de silenciamiento durante mas de 96 horas. Estas funcionalidades relativas
(aunque no se pretende que sean absolutas) se pueden utilizar para comparar los ARNip con una diana concreta
para aplicaciones tales como gendmica funcional, identificacion de dianas y terapéuticas.

Dosis funcional

Una "dosis funcional" hace referencia a una dosis de ARNip que sera eficaz al causar una reduccion mayor o igual al
95% en el ARNm a niveles de 100 nM a las 24, 48, 72, y 96 horas después de la administracion, mientras una "dosis
marginalmente funcional" de ARNip serda eficaz al causar una reduccion mayor o igual al 50% en el ARNm a 100 nM
a las 24 horas de la administracion y una "dosis no funcional" de ARN ocasionara una reduccién de menos de 50%
en los niveles de ARNm a 100 nM a las 24 horas de las administracion.

Emparejamiento erréneo

El término "emparejamiento erréneo" incluye una situacién en la que el emparejamiento de bases de Watson-Crick
no tiene lugar entre un nucleétido de una hebra efectora y un nucleédtido de una hebra antisentido, donde los
nucleétidos estan flanqueados por un duplex que comprende pares de bases en la direccion 5' del emparejamiento
erroneo empezando directamente después (en la direccion 5') de la posicion con el emparejamiento erréneo y en la
direccion 3' del emparejamiento errdbneo empezando directamente después (en la direccion 3') de la posicién con el
emparejamiento erroneo. Un ejemplo de un emparejamiento erroneo seria una A al otro lado de una G, una C al otro
lado de una A, una U al otro lado de una C, una A al otro lado de una A, una G al otro lado de una G, una C al otro
lado de una C, y asi sucesivamente. También se pretende que los emparejamientos erréneos incluyan un residuo no
alcalino al otro lado de un nucleétido o nucledtido modificado, un residuo aciclico al otro lado de un nucleétido o
nucleétido modificado, un espacio, o un bucle desemparejado. En su sentido mas amplio, un emparejamiento
erroneo segun se utiliza en la presente memoria incluye cualquier alteracion en una posicién dada que disminuya la
estabilidad termodinamica en o en las proximidades de la posicién en la que aparece la alteracion, de tal manera
gue la estabilidad termodinamica del diplex en esa posicion concreta sea menor que la estabilidad termodinamica
de un par de bases de Watson-Crick en esa posicion. Los emparejamientos erroneos preferidos incluyen una G al
otro lado de una A, y una A al otro lado de una C. Un emparejamiento erréneo particularmente preferido comprende
una A al otro lado de una A, una G al otro lado de una G, una C al otro lado de una C, y una U al otro lado de una U.

Nucle6tido

El término "nucledtido” hace referencia a un ribonucleétido o un desoxirribonucleétido o una forma modificada del
mismo, asi como un analogo del mismo. Los nucledtidos incluyen especies que comprenden purinas, p. €j., adenina,
hipoxantina, guanina, y sus derivados y andlisis, asi como pirimidinas, p. €j., citosina, uracilo, timina, y sus derivados
y analogos. Preferiblemente, un "nucleétido” comprende un radical citosina, uracilo, timina, adenina, o guanina. Los
nucleétidos preferidos, a menos que se especifique de otro modo (tal como, por ejemplo, cuando se especifica una
modificacién en 2', una modificacion en 5', una maodificacion en 3', una modificacion de una nucleobase, una
conexion internucleétido modificada), incluyen citosina, uracilo, timina, adenina, y guanina no modificados.

Los analogos de nucledtidos incluyen nucledtidos que tienen modificaciones en la estructura quimica de la base, el
azucar y/o el fosfato, incluyendo, pero no limitadas a, modificaciones en la pirimidina en la posicién 5, modificaciones
en la purina en la posicién 8, modificaciones en las aminas exociclicas de la citosina, y la sustitucion de 5-bromo-
uracilo; y modificaciones en el azdcar de la posicion 2', incluyendo pero no limitadas a, ribonucleétidos con el azlcar
modificado en los que el 2'-OH es remplazado por un grupo tal como H, OR, R, halo, SH, SR, NH2, NHR, NR2, 0 CN,
en donde R es un radical alquilo como se define en la presente memoria. También se pretende que los analogos de
nucleétidos incluyan nucleétidos con bases tales como inosina, queuosina, xantina, azucares tales como 2'-
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metilrribosa, conexiones fosfodiéster no naturales tales como metilfosfonatos, fosforotioatos y péptidos.

Las bases modificadas hacen referencia a bases nucleotidicas tales como, por ejemplo, adenina, guanina, citosina,
timina, y uracilo, xantina, inosina, y queuosina que han sido modificadas por la sustitucion o adicién de uno o mas
atomos o grupos. Algunos ejemplos de tipos de modificaciones que pueden comprender nucleétidos que estan
modificados con respecto a los radicales de la base, incluyen pero no estan limitados a, bases alquiladas,
halogenadas, tioladas, aminadas, amidadas, o acetiladas, en diferentes combinaciones. Las bases modificadas mas
especificas incluyen, por ejemplo, 5-propiniluridina, 5-propinilcitidina, 6-metiladenina, 6-metilguanina, N,N,-
dimetiladenina, 2-propiladenina, 2-propilguanina, 2-aminoadenina, 1-metilinosina, 3-metiluridina, 5-metilcitidina, 5-
metiluridina y otros nucleétidos que tienen una modificacion en la posicién 5, 5-(2-amino)propil uridina, 5-halocitidina,
5-halouridina, 4-acetilcitidina, 1-metiladenosina, 2-metiladenosina, 3-metilcitidina, 6-metiluridina, 2-metilguanosina, 7-
metilguanosina, 2,2-dimetilguanosina, 5-metilaminoetiluridina, 5-metiloxiuridina, desazanucleétidos tales como 7-
desazaadenosina, 6-azouridina, 6-azocitidina, 6-azotimidina, 5-metil-2-tiouridina, otras tiobases tales como 2-
tiouridina y 4-tiouridina y 2-tiocitidina, dihidrouridina, pseudouridina, queuosina, arqueosina, grupos naftilo y naftilo
sustituido, cualquier purina y pirimidina O- y N-alquilada tal como N6-metiladenosina, 5-metilcarbonilmetiluridina,
acido uridino- 5-oxiacético, piridina-4-ona, piridina-2-ona, grupos fenilo y fenilo modificado tales como aminofenol o
2,4,6-trimetoxibenceno, citosinas modificadas que actian como nucleétidos de pinza G, adeninas y guaninas
sustituidas en la posicion 8, uracilos y timinas sustituidos en la posicion 5, azapirimidinas, carboxihidroxialquil-
nucleétidos, carboxialquilaminoalquil-nucleétidos, y nucledtidos alquilcarbonilalquilados. Los nucleétidos modificados
también incluyen aquellos nucleétidos que estdn modificados con respecto al radical azucar, asi como los
nucleétidos que tienen azicares o analogos de los mismos que no son ribosilo. Por ejemplo, los radicales azUcar
pueden ser, 0 basarse en, manosas, arabinosas, glucopiranosas, galactopiranosas, 4'-tiorribosa, y otros azUlcares,
heterociclos, o carbociclos. También se pretende que el término nucleétido incluya lo que se conoce en la técnica
como bases universales. A modo de ejemplo, las bases universales incluyen, pero no estan limitadas a, 3-nitropirrol,
5-nitroindol, o nebularina.

Adicionalmente, el término nucleétido también incluye aquellas especies que tienen una marca detectable, tal como
por ejemplo un radical radiactivo o fluorescente, o una marca de masa anclada al nucledtido.

Unidad de nucleétido

La expresion "unidad de nucleétido" hace referencia a un Unico residuo de nucleétido y estd comprendido por una
base nitrogenada modificada o no modificada, un azicar modificado o no modificado, y un radical modificado o no
modificado que permite la conexion de dos nucledtidos entre si 0 a un producto conjugado que imposibilita una
conexion adicional.

No especificidad

El término "no especificidad" y la expresion "efectos no especificos" hacen referencia a cualquier caso en el que un
ARNip o un ARNhp dirigido contra una diana dada ocasiona un efecto no deseado al interaccionar directamente o
indirectamente con otra secuencia de ARNm, una secuencia de ADN o una proteina celular u otro radica. Por
ejemplo, se puede producir un "efecto de no especificidad" cuando existe una degradacion simultdnea de otros
transcritos debido a la homologia parcial o a la complementariedad entre ese otro transcrito y la hebra efectora y/o
antisentido del ARNip o el ARNhp.

Saliente

El término "saliente" hace referencia a uno o varios nucleétidos terminales con las bases no emparejadas que
resultan de una hebra o region que se extiende mas alla del extremo de la hebra complementaria con la cual la
primera hebra o region forma un daplex. Uno o ambos de los dos polinucledtidos o regiones de polinuclettidos que
son capaces de formar un duplex por medio de los enlaces de hidrogeno de los pares de bases pueden tener un
extremo 5' y/o 3' que se prolonga mas alla del extremo 3' y/o 5' de la complementariedad compartida por los dos
polinucledtidos o regiones. La region de hebra sencilla que se extiende més alla del extremo 3' y/o 5' del duplex es
referida como saliente.

Portador farmacéuticamente aceptable

La expresion "portador farmacéuticamente aceptable” incluye, pero no estéa limitada a, composiciones que facilitan la
introduccion de ARNdh, ADNdh, o hibridos de ARN/ADNdh en una célula e incluye, pero no se limita a, disolventes o
dispersantes, recubrimientos, agentes anti-infecciosos, agentes isotonicos, y agentes que median el tiempo de
absorcion o la liberacién de los polinucledtidos y ARNip de la invencién.
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Polinucleétido

El término "polinucledtido” hace referencia a polimeros de nucleétidos, y incluye, pero no se limita a, ADN, ARN,
hibridos de ADN/ARN incluyendo cadenas de polinucleétidos de radicales desoxirribosilo y radicales ribosilo
regularmente e irregularmente alternantes (esto es, en donde las unidades de nucledétido alternas tienen un -OH, a
continuacién un -H, a continuacién un -OH, a continuacién un -H, y asi sucesivamente en la posicion 2' del radical
azucar), y se incluyen modificaciones de estas clases de polinucleétidos en donde el anclaje de diferentes entidades
o radicales a las unidades de nucleétido en cualquier posicidon. A menos que se especifique de otro modo, o quede
claro a partir del contexto, el término "polinucleétido” incluye tanto ARNip unimolecular como ARNip formados por
dos hebras separadas.

Polirribonucleétido

El término "polirribonucledtido" hace referencia a un polinucleétido que comprende dos o més ribonucleétidos
modificados o no modificados y/o sus analogos.

Agrupacion

El término "agrupacion” hace referencia al proceso por medio del cual dos o mas ARNip (preferiblemente ARNip
disefiados racionalmente) que se dirigen a un solo gen se combinan y se introducen en una célula para inducir la
reduccion de la expresion de un gen.

Ribonucledtido y acido ribonucleico

El término "ribonucledtido” y la expresion "acido ribonucleico” (ARN), hacen referencia a un nucleétido o
polinucleétido modificado o no modificado que comprende al menos una unidad de ribonucle6tido. Una unidad de
ribonucleétido comprende un oxigeno anclado a la posicion 2' de un radical ribosilo que tiene una base nitrogenada
anclada en la conexién N-glicosidica de la posicién 1' de un radical ribosilo, y un radical que permite la conexion a
otro nucledtido o imposibilita la conexién.

Interferencia con ARN y ARNi

La expresion "interferencia con ARN" y el término "ARNi" son sin6nimos y hacen referencia al proceso por medio del
cual un polinucleétido o ARNip que comprende al menos una unidad de ribonucleétido ejerce un efecto sobre un
proceso biolégico. El proceso incluye, pero no se limita a, silenciamiento génico mediante la degradaciéon del ARNm,
atenuacion de la traduccion, interacciones con ARNt, ARNr, ARNhn, ADNc y ADN gendmico, asi como metilacion del
ADN con proteinas accesorias.

Segundo nucledtido

El término "segundo nucledtido” o "nucledtido nimero 2" hace referencia al segundo nucleétido dentro de una region
duplex sobre la hebra efectora o antisentido, contando desde el extremo 5' de cada respectiva hebra. El nucle6tido
puede estar emparejado o, por ejemplo en el caso de un emparejamiento erréneo, desemparejado.

Segundo nucleétido antisentido terminal 5'

La expresion "segundo nucleétido antisentido 5' terminal" hace referencia al nucleétido que es inmediatamente
adyacente al primer nucleétido antisentido terminal 5' y anclado a la posicion 3' del primer nucleétido antisentido
terminal 5'. De este modo, es el segundo nucleétido mas 5' de la hebra o region antisentido dentro del conjunto de
nucleétidos para los cuales existen nucleétidos efectores complementarios.

Segundo nucleétido efector terminal 5'

La expresion "segundo nucledtido efector terminal 5" hace referencia al nucledtido que es inmediatamente
adyacente al primer nucleétido efector terminal 5' y anclado a la posicién 3' del primer nucledtido efector terminal 5'.
De este modo, es el segundo nucledtido mas 5' de la hebra o region efectora dentro del conjunto de nucledétidos para
los cuales existen los correspondientes nucledtidos antisentido.

Hebra efectora

La expresion "hebra efectora" hace referencia a un polinucleétido o region que tiene la misma secuencia de
nucleétidos, en su totalidad o en parte, que un &cido nucleico diana tal como un ARN mensajero o una secuencia de
ADN. La expresion "hebra efectora” incluye la region efectora de ambos polinucleétidos que se forman a partir de
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dos hebras separadas, asi como los ARNip unimoleculares que son capaces de formar estructuras en horquilla.
Cuando se proporciona una secuencia, por convenio, a menos que se indique de otro modo, esa es la hebra
efectora (o region), y la presencia de la hebra antisentido complementaria (o regién) esta implicita. Se pretende que
las expresiones "hebra efectora” y "region efectora” sean equivalentes y se utilizan indistintamente.

ARNip o ARN de interferencia pequefio

El término "ARNip" y la expresién "ARN de interferencia pequefio" hacen referencia a acidos nucleicos
unimoleculares y a acidos nucleicos que comprenden dos hebras separadas que son capaces de llevar a cabo la
interferencia con ARN y que tienen una regiéon duplex que tiene entre 18 y 30 pares de bases de longitud.
Adicionalmente, el término ARNip y la expresién "ARN de interferencia pequefio” incluyen acidos nucleicos que
también contienen radicales distintos de radicales ribonucleétido, incluyendo, pero no limitados a, nucleétidos
modificados, conexiones internucleétido modificadas, no nucledtidos, desoxinucleétidos y anélogos de los
nucleétidos anteriormente mencionados.

Los ARNip pueden ser duplex y también pueden comprender polinucleétidos unimoleculares. Tales moléculas
unimoleculares comprenden regiones de auto-complementariedad (tallo) por medio de las cuales los nucleétidos de
una regioén del polinucledtido se emparejan con otra region del polinucleétido (formando de ese modo un duplex), y
estan separadas por un bucle. Tales moléculas unimoleculares pueden variar en tamafio y disefio y son referidas por
medio de una variedad de nombres que incluye, pero no se limitan a, horquillas, ARN en horquilla pequefio (ARNhp),
microARN (miARN) y ARN temporales pequefios (ARNtp). La longitud de la region del tallo en estas moléculas
puede variar entre 18 y 45 nucleétidos de longitud. De un modo similar, el tamafio del bucle puede variar entre 4 y
23 nucledtidos y puede comprender composiciones de nucledtidos, no nucleétidos, y nucleétido-no-nucleétido.

Cuando los ARNip son horquillas, la hebra efectora y la hebra antisentido son parte de una molécula mas larga.
Complementariedad sustancial

La complementariedad sustancial hace referencia a hebras de polinucle6tido que muestran una complementariedad
de 80% o mayor.

Realizaciones preferidas
De acuerdo con una primera realizacion, la presente invencion esta dirigida a.
Un ARNip de doble hebra que comprende:

i. una hebra efectora que comprende
a. un primer nucleédtido efector terminal 5', en donde dicho primer nucleétido efector terminal 5'
comprende una primera modificacion 2'-O-alquilo, y
b. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efectos terminal 5'
comprende una segunda maodificacion 2'-O-alquilo; y

ii. una hebra antisentido que comprende
a. un primer nucleétido antisentido 5' terminal, en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o mas grupos fosfato anclados al carbono 5' de su radical azucar, y
b. un segundo nucledtido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacion 2'-O-alquilo,

en donde dicha hebra efectora y dicha hebra antisentido son capaces de formar un duplex de 18-30 pares de bases
de nucledtidos que tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del duplex, y dentro de dicho
duplex, dicho primer nucleétido efector terminal 5' es el nucledtido mas 5' de la hebra efectora, dicho segundo
nucleétido efector terminal 5' es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido efector terminal
5', dicho primer nucleétido antisentido terminal 5' es el nucledtido mas 5' de la hebra antisentido y dicho segundo
nucleétido antisentido 5' terminal es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido antisentido
terminal 5', en donde todos los nucleétidos de la hebra efectora y la hebra antisentido distintos de dicho primer
nucleétido efector terminal 5', dicho segundo nucleétido efector terminal 5', y dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende un 2'-OH.

La primera modificacion 2'-O-alquilo comprende preferiblemente 2'-O-metilo, la segunda modificacién 2'-O-alquilo
comprende preferiblemente 2'-O-metilo, y la tercera modificacién 2'-O-alquilo comprende preferiblemente 2'-O-
metilo.

Los autores reconocen que la segunda posicion de la hebra antisentido (y efectora) de los ARNip que tienen entre
18 y24 pb de longitud, es (a diferencia de cualquier otra base o par de bases en el ARNip) una posicion clave en la
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mediacion del silenciamiento de dianas distintas de la diana deseada (esto es, dianas inespecificas) y que las
modificaciones/alteraciones de esta posicion se pueden utilizar para eliminar los efectos no especificos generada por
cualquier ARNip. Como se muestra en el Ejemplo 8 de este documento, la modificacion quimica de la posicion 2
elimina eficazmente los efectos no especificos generados por esa hebra medidos mediante analisis de
micromatrices. De un modo similar, el Ejemplo 9 demuestra como la adicion de emparejamientos erréneos de pares
de bases en la posicién 2 (y otras posiciones) puede alterar espectacularmente el patron de los efectos no
especificos. La capacidad para desplazar o alterar los efectos no especificos es particularmente valiosa en los casos
en los que la regulacién a la baja de uno o mas genes diana inespecificos induce un fenotipo no deseable. La
evidencia de que tales fenotipos inducidos por la no especificidad existen y se pueden eliminar mediante
alteraciones en la posicion 2 de la hebra AS se proporciona en el Ejemplo 10.

El conocimiento de la importancia de la posicion 2 (en la hebra efectora y/o antisentido) permite eliminar eficazmente
los efectos no especificos por medio de una variedad de estrategias. Por ejemplo, la adicion de una modificacion 2'
(tal como una modificacién 2'-O-alquilo en esta posicion p. ej. sobre la hebra antisentido, puede eliminar los efectos
no especificos atribuibles a esta hebra. De un modo similar, se puede sustituir una base en la posicién 2, p. €j., de la
hebra antisentido, de manera que exista ahora un emparejamiento erroneo entre el ARNm diana pretendido y la
hebra antisentido del ARNip. Si bien un emparejamiento errébneo de un solo par de bases (o una modificacion) en
esta posicion no alterard espectacularmente la capacidad de este ARNip para silenciar la diana pretendida, alterara
la capacidad del ARNip para silenciar las dianas inespecificas. Se debe observar que los emparejamientos erroneos
de pares de bases en las posiciones distintas de la posicion 2 p. ej de la hebra antisentido (p. €j. en las posiciones 3,
4,5, 6, 7, o 8 de la hebra antisentido de un duplex de ARNip en el que la numeracion hace referencia a una
localizacién con respecto al extremo 5 de la hebra antisentido, siendo la posicidn 2 el nucleétido que esta adyacente
al nucleétido méas 5' de la hebra antisentido) también pueden reducir, eliminar, o alterar los efectos especificos no
especificos. Los emparejamientos erréneos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, emparejamientos A-G,
emparejamientos A-A, emparejamientos G-G, emparejamientos C-C, y emparejamientos U-U. Por otra parte, la
posicion del emparejamiento erréneo esta preferiblemente en la posicion 3, 4, 5, 6, 7, o 8 de la hebra antisentido o
efectora. Muy preferiblemente, la posicion del emparejamiento erréneo es en la posicion 2 de la hebra antisentido o
efectora. Se debe observar que si bien el uso de sustituciones de pares de bases como ésta puede eliminar el
conjunto original de dianas erroneas, pueden producirse nuevas dianas erréneas (resultantes de la
complementariedad a un nuevo conjunto de genes). Por esta razon, es mas preferible que las modificaciones
quimicas descritas en esta invencion sean afiadidas al ARNip que elimina o minimiza todos los efectos no
especificos. De este modo se puede utilizar modificaciones que incluyen, pero no se limitan a: 1) modificaciones
guimicas de la base, el azicar o la conexién internucleétido del nucledtido nimero dos de la hebra efectora y/o
antisentido; (2) alteraciones de nucleétidos o de pares de nucledtidos en la posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7, o 8 de la hebra
efectora y/o antisentido de un ARNip, incluyendo la sustitucion de una base o un par de bases de manera que se
genere un emparejamiento erréneo entre un ARNm inespecifico potencial y la hebra efectora y/o antisentido del
ARNIp; (3) alteraciones de nucledtidos o pares de nucledtidos en la posicion 2 de la hebra efectora y/o antisentido de
un ARNIp, incluyendo la delecién de un nucleétido o un par de nucleétidos en la posicién 2, 3, 4, 5, 6, 7, 0 8 de
manera que se genere una protuberancia en el transcrito inespecifico cuando éste hibrida con la hebra efectora y/o
antisentido del ARNip; (4) alteraciones de nucledtidos o de pares de nucleétidos en la posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7, 0 8 de
la hebra efectora y/o antisentido de un ARNip, incluyendo inserciones de un nucleotido o un par de nucleétidos en la
posicion 2, de manera que se genere una protuberancia en la hebra efectora o antisentido del ARNip cuando éste
hibrida con el mensaje del ARNm inespecifico, o (5) alteraciones de un nucleétido o un par de nucleétidos en la
posicion 2, 3, 4, 5, 6, 7, 0 8 de la hebra efectora y/o antisentido de un ARNip, incluyendo la presencia de nucleétidos
abésicos, o nucledtidos con modificaciones en la posicion C3 del anillo de azlcar, para eliminar, minimizar, o alterar
los efectos no especificos en casos criticos. Los emparejamientos erréneos descritos anteriormente se pueden
utilizar junto con cualquiera de las realizaciones descritas en la presente memoria para reducir los efectos no
especificos.

Dicho esto, el ARNip de la primera realizacién comprende 18-19 pares de bases, excluyendo los salientes. Estas
moléculas no son procesadas (0 son escasamente procesadas) por la ARNasa de Tipo lll, Dicer, y por esta razén, el
patron de modificaciones se conserva dentro de la célula. La hebra efectora y la hebra antisentido son 100%
complementarias a lo largo del intervalo de pares de bases. Preferiblemente, el polinucle6tido es ARN.

El ARNip de la primera realizacion también puede contener salientes de 1-6 nucledtidos en cualquiera de los
extremos 5' o 3' de cualquier hebra efectora y/o hebra antisentido. Sin embargo, preferiblemente su existe algin
saliente, estd en el extremo 3' de la hebra efectora y/o la hebra antisentido. Adicionalmente, preferiblemente
cualquiera de los salientes tiene seis 0 menos bases de longitud, mas preferiblemente dos o menos bases de
longitud. Muy preferiblemente, o bien no hay salientes, o bien hay salientes de dos bases en una o ambas de la
hebra efectora y la hebra antisentido en el extremo 3'. Debido a que los nucleétidos salientes son frecuentemente
eliminados por uno 0 mas procesos 0 eventos enzimaticos intracelulares, conduciendo de ese modo a un 5'-
nucleétido no fosforilado, es preferible no tener salientes en el extremo 5' de la hebra antisentido. Ademas, los
salientes pueden contener una o0 mas modificaciones estabilizadoras, tales como una modificacién de halégeno de la
posicion 2' o modificaciones internucleétido tales como modificaciones fosforotioato, fosforoditioato, o metilfosfonato.
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En una referencia adicional a la primera realizacion, la fosforilacién del primer nucleétido antisentido terminal 5' hace
referencia a la presencia de uno o mas grupos fosfato anclados al carbono 5' del radical aztcar del nucleétido.
Preferiblemente hay solamente un grupo fosfato.

De acuerdo con la presente realizacion, la modificacion del primer y segundo nucleétidos efectores 5' y el segundo
nucleétido antisentido 5' es un grupo 2'-O-alquilo. Preferiblemente la modificacién se selecciona del grupo que
consiste en 2'-O-metilo, 2'-O-etilo, 2'-O-propilo, 2'-O-isopropilo, 2'-O-butilo, 2-O-isobutilo, 2'-O-etil-O-metilo
(-OCH2CH20CHg), y 2'-O-¢til-OH (-OCH,CH,0H). Muy preferiblemente, la modificacion 2'-O-alquilo es un radical 2'-
O-metilo. Adicionalmente, no hay necesidad de que la modificacion sea la misma en cada uno del primer nucleétido
efector 5', el segundo nucleétido efector 5', o el segundo nucleétido antisentido. No obstante, por razones practicas
con respecto a la sintesis de las moléculas de la presente invenciéon, puede ser deseable utilizar la misma
modificacién durante todo el proceso.

Alternativamente, la molécula puede tener una hebra efectora en donde la hebra efectora comprende un primer
nucleétido efector 5', en donde dicho primer nucleétido efector 5' comprende una primera modificacion 2'-O-alquilo, y
un segundo nucledtido efector 5, en donde dicho segundo nuclettido efector 5' comprende una segunda
modificacién 2'-O-alquilo; y todas las C y U (distintas de cualquier de las posiciones mencionadas anteriormente)
estan modificadas con una modificacion 2'-O-alquilo; y una hebra antisentido, en donde dicha hebra antisentido
comprende un primer nucleétido antisentido 5', en donde dicho primer nucledtido antisentido 5' esta fosforilado, y un
segundo nucledtido antisentido 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5' comprende una tercera
modificacién 2'-O-alquilo, y todas las C y U (distintas de si esta presente en el segundo nucle6tido antisentido 5')
estan modificadas con un F 2'. Ademas, estas moléculas pueden comprender un saliente de 2 nucle6tidos en el
extremo 3' de cualquiera o de ambas hebras y dicho saliente puede comprender adicionalmente una conexion
internucledtidos estabilizada entre: (1) los dos nucleétidos del saliente; y (2) el penultimo nucleétido del saliente y el
nucleétido final de la region duplex, que comprende una conexion fosforotioato, a fosforoditioato, o metilfosfonato.

Alternativamente, la molécula puede contener una hebra efectora en donde la hebra efectora comprende un primer
nucleétido efector 5', en donde dicho primer nucleétido efector 5' comprende a desoxinucleétido 5'; y una hebra
antisentido, en donde dicho hebra antisentido comprende un primer nucledtido antisentido 5', en donde dicho primer
nucleétido antisentido 5' esta fosforilado en el carbono 5', y un segundo nucleétido antisentido 5', en donde dicho
segundo nucleodtido antisentido 5' comprende una modificacion 2'-O-alquilo. Para que una hebra participe en el
silenciamiento génico por medio de la ruta de la interferencia con ARN, el extremo 5' de la hebra debe estar
fosforilado en la posicion del carbeno 5'. La presencia de un desoxinucleétido 5' en el extremo 5' elimina el grupo
funcional (-OH) de esa hebra, eliminando de ese modo la capacidad de las quinasas residentes afiaden un fosfato
en esta posicion. Sin un grupo fosfato en el extremo 5', la capacidad de que esta hebra esté implicada en el
silenciamiento de la diana correcta e inespecifica mediado por RISC se reduce.

Si bien la invencion identifica grupos 2'-O-alquilo en las posiciones referidas anteriormente, los autores de la
invencion reconocen que también se pueden utilizar otros grupos de modificacién quimica en posiciones idénticas o
similares para minimizar los efectos no especificos. Por ejemplo, el nucleétido modificado 2' puede ser un nucleétido
modificado con halégeno en 2', un nucleétido modificado con amina en 2', y un nucleétido modificado con alquilo en
2' si tales modificaciones se incluyen en condiciones que minimicen los efectos no especificos. Cuando la
modificacién es un hal6geno, el halégeno es preferiblemente flior. Cuando el nucleétido modificado en 2' es un
nucleétido modificado con amina en 2', la amina es preferiblemente -NH,. Cuando el nucleétido modificado en 2' es
una modificacion con 2'-alquilo, preferiblemente la modificacion se selecciona del grupo que consiste en un radical
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, o isobutilo. Muy preferiblemente, se utiliza una modificacion con metilo en 2/,
en donde el carbono del radical metilo estd anclado directamente al carbono 2' del radical azUcar.

Como se ha establecido anteriormente, el patron de modificacion de la primera realizacién es aplicable a moléculas
gue no son procesadas por Dicer. Aunque no forman parte de la invencién reivindicada actualmente, también
pueden ser (tiles diplex mas largos (p. €j., 25-30 pares de bases). Estas moléculas son sustratos potenciales para
Dicer y por esa razon, se deben incorporar desplazamientos en el patron de modificaciéon y patrones distintos de
longitud y posicidn de los salientes al disefio del diplex para garantizar que todo el complemento de modificaciones
descritas en la primera realizacion esta presente en el duplex final, después del procesamiento por Dicer. En un
ejemplo no limitante, la estructura de los extremos del duplex se disefia para garantizar que el producto final porta
las modificaciones necesarias en las posiciones apropiadas. El lado en el cual entra Dicer en un duplex puede estar
influenciado por la presencia o ausencia de salientes. Ademas, la posicion de la escisiéon por Dicer puede ser
manipulada variando la longitud del saliente 3'. De este modo, por ejemplo, un disefio preferido para las moléculas
gue tienen 26 pares de bases o mas incluye: (1) un saliente de 1, 2, o 3 nucleétidos en el extremo 3' de la hebra
efectora, y ningun saliente en el extremo opuesto del diplex; (2) una modificacion 2'-O-alquilo en el segundo
nucleétido antisentido (contando desdel el extremo 5' de la hebra); (3) fosforilacién del carbono 5' del primer
nucleétido antisentido; y (4) modificaciones 2'-O-alquilo emparejadas en los nucleotidos 21y 12, 22y 23,023y 24
de la hebra efectora (contando desde el extremo 3' de la hebra efectora, saliente incluido). La adicién de la hebra
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efectora 3' influye en el lado en el que Dicer entra en el duplex (esto es, Dicer entrara preferiblemente en el lado de
la molécula que contiene el saliente en lugar de en el extremo romo de la molécula). Esto garantiza la
conservacion/retencion de ambas modificaciones antisentido (esto es, la modificacion 2'-O-alquilo en el segundo
nucleétido antisentido, y el grupo fosfato 5' en el primer nucleétido antisentido) en el ARNip final, después del
procesamiento con Dicer. Ademas, las posiciones de las m modificaciones de la hebra efectora garantizan que
después del procesamiento con Dicer, estas modificaciones estaran presentes en los nucleétidos efectores
terminales (nucleétidos efectores 1y 2) del ARNip procesado, final (véase la Figura 1).

De acuerdo con una segunda realizacién, la presente invencion hace referencia a un ARNip unimolecular capaz de
formar un ARNip en horquilla, comprendiendo dicho ARNip unimolecular:

a. una hebra efectora, que comprende
i. un primer nucleétido efector terminal 5', en donde dicho primer nucledtido efector terminal 5'
comprende una primer modificacion 2'-O-alquilo, y
ii. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efector terminal 5'
comprende una segunda modificacion 2'-O-alquilo; y

b. una hebra antisentido, que comprende
i. un primer nucleétido antisentido terminal 5', en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o mas grupos fosfato anclados al carbono 5' de su radical azucar, y
ii. un segundo nucledtido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacion 2'-O-alquilo, y

una region bucle, en donde dicha regién bucle esté localizada entre dicha hebra efectora y dicha hebra antisentido y
en donde dicha hebra efectora y dicha hebra antisentido son capaces de formar un duplex de 18-19 pares de bases
de nucledtidos que tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del duplex, y dentro de dicho
duplex dicho primer nucleétido efector terminal 5' es el nucledtido mas 5' de la hebra efectora, dicho segundo
nucleétido efector terminal 5' es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido efector terminal
5', dicho primer nucleétido antisentido terminal 5' es el nucledtido mas 5' de la hebra antisentido y dicho segundo
nucleétido antisentido 5' terminal es inmediatamente adyacente y estd aguas abajo del primer nucleétido antisentido
terminal 5', en donde todos los nucleétidos de la hebra efectora y la hebra antisentido distintos de dicho primer
nucleétido efector terminal 5', dicho segundo nucleétido efector terminal 5', y dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprenden un 2'-OH.

De acuerdo con esta realizacion, la gama de modificaciones es la misma que la de la primera realizacion. No
obstante, debido a que el polinucledtido es unimolecular y es capaz de formar una horquilla, y no dos hebras
separadas, existe una molécula contigua que comprende tanto una region efectora como una region antisentido. La
region efectora y la regién antisentido son complementarias al 100%. Preferiblemente, la longitud completa del
ARNip unimolecular contiene menos de 100 bases, més preferiblemente menos de 85 bases. Preferiblemente el
nucleétido es ARN.

Las horquillas comprenden dos componentes principales incluyendo un tallo (que es una region de doble hebra que
empareja la hebra antisentido y la hebra efectora) y un bucle. Opcionalmente, se puede afadir una secuencia
saliente al extremo 5', 3' 0 ambos de la molécula. Preferiblemente, cuando se encuentra presente un saliente, éste
esta asociado con el extremo 3' de la molécula. Cuando se disefia una ARNip unimolecular, la horquilla se puede
disefiar como una horquilla hacia la izquierda (p. ej., 5'-AS-Bucle-S) o una horquilla hacia la derecha (p. €j., 5'-S-
Bucle-AS). Preferiblemente, la horquilla es hacia la izquierda. Esta construccién es deseable porque es mas facil
fosforilar el nucledtido antisentido terminal. Como sucedié con el ARNip de doble hebra, la longitud del tallo de la
molécula determina si ésta serd procesada o no por Dicer. Puesto que las horquillas que contienen estructuras en
bucle méas largas son sustratos para Dicer, la posicion de las modificaciones quimicas se debe ajustar para
garantizar que el producto del procesamiento post-Dicer final contiene las modificaciones en las posiciones
deseadas. Preferiblemente, la molécula procesada post-Dicer contiene todas las modificaciones descritas en la
primera realizacion. En un ejemplo no limitante, los disefios de horquilla preferidos para las moléculas
unimoleculares que tienen tallos que son mas largos de 24 bases incluyen las siguientes propiedades: (1) un disefio
de horquilla hacia la izquierda, (2) un saliente 3' de 1-3 nucledtidos, (3) un grupo fosfato en el carbono 5' del
nucleétido mas 5', (4) una modificacién 2'-O-alquilo (preferiblemente un O-metilo) del segundo nucleétido antisentido,
y (5) modificaciones 2'-O-alquilo emparejadas en los nucleétidos 21 y 22, 22 y 23, 0 23 y 24 de la hebra efectora
(contando desde el extremo 3' de la hebra efectora, saliente incluido). La adicion del saliente de la hebra efectora 3'
intensifica la capacidad de Dicer para entrar en la horquilla en el extremo AS 5' de la molécula. Ademas, las
posiciones de las modificaciones de la hebra efectora aseguran que después del procesamiento con Dicer, estas
modificaciones estaran presentes en los terminales efectores del nucleétido (nucleétidos efectores 1 y 2 que tienen
bases complementarias en la hebra antisentido) del ARNip procesado final (véase la Figura 2).

La horquilla puede comprender una estructura en bucle, que comprende preferiblemente comprende de cuatro a
diez bases. Las bases del bucle se pueden modificar. Alternativamente, el bucle puede comprender componentes no
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nucleotidicos tales como los descritos en la Solicitud de patente de los estados Unidos Nim. 10/635108, publicada
el 25 de Marzo de 2004, como US 2004/0058886 Al. Las secuencias preferibles de la estructura en bucle incluyen,
por ejemplo, 5'-UUCG-3' (SEQ. ID NO. 18), 5-UUUGUGUAG-3' (SEQ. ID NO. 19), 5-CUUCCUGUCA-3' (SEQ. ID
NO. 20), 5'-AUAUGUG-3' (SEQ. ID NO. 21), o cualquier otro bucle identificado anteriormente o pre-miARN.

Como se ha descrito previamente, el ARNip unimolecular de la presente invencion puede ser procesado por ultimo
por la maquinaria celular de manera que se convierta en dos hebras separadas. Adicionalmente, estos ARNip
unimoleculares pueden ser introducidos en la célula sin incluir todas las modificaciones, y modificados en la propia
célula por medio del uso de procesos naturales o moléculas procesadoras que hayan sido introducidas (p. €j.,
fosforilacion en la célula). Sin embargo, preferiblemente el ARNip se introduce con todas las modificaciones ya
presentes. (De un modo similar, las hebras de la primera realizacion se introducen preferiblemente en la célula con
todas las modificaciones, aunque la hebra antisentido podria, p. €j., ser modificada después de la introduccion). Si
una horquilla es procesada por Dicer, la horquilla resultante conserva las modificaciones de las diferentes
realizaciones descritas en la presente memoria.

No se debe considerar que las modificaciones anteriormente descritas sugieran que ningin otro radical pueda ser
modificado ademas los nucledtidos descritos, que también contribuyen a minimizar los efectos no especificos o a
intensificar otras propiedades del ARNip (tales como una mejor estabilidad o funcionalidad). Son posibles otros tipos
de modificaciones con tal que no incrementen de manera inaceptable los efectos no especificos. En ciertas
realizaciones, tales modificaciones adicionales pueden ser afiadidas a un, dos, tres, 0 mas nucledtidos consecutivos
o cada dos nucleétidos de la hebra efectora. Alternativamente, las modificaciones adicionales se pueden confinar a
posiciones especificas que han sido identificadas por ser claves para el acceso a la hebra efectora y/o el uso por
RISC. Como se ha mencionado previamente, ademas, se pueden afadir modificaciones adicionales, tales como
grupos 2'-O-alquilo (u otras modificaciones en 2') a una o mas, preferiblemente todas, las pirimidinas (p. ej.,
nucleétidos C y/o U) de la hebra efectora y/o se pueden afiadir modificaciones 2'-F (o modificaciones con otros
halégenos) a una o mas, preferiblemente todas las pirimidinas (p. €j., nucledtidos C y/o U) de la hebra antisentido
distintas de los nucledtidos que estan modificados de otro modo como se ha especificado méas arriba. Las
modificaciones tales como 2'-F o 2'-O-alquilo de algunos o todos los C y U de la hebra antisentido y/o efectora
(respectivamente) y otros nucledtidos especificados anteriormente pueden intensificar enormemente la estabilidad
de las moléculas de ARNip/ARNhp que portan las modificaciones descritas en las realizaciones 1 y 2, sin alterar
apreciablemente al silenciamiento especifico de la diana.

Adicionalmente, si se utiliza una marca junto con la invencion, estos agentes puede ser Util como agentes de
seguimiento, que podrian ayudar en la deteccion de la transfeccion, asi como en la deteccion de en qué parte de la
células esta presente la molécula. Los ejemplos de las marcas utilizadas cominmente incluyen, pero no estan
limitados a, una marca fluorescente, una marca radiactiva o una marca de masa.

Adicionalmente las modificaciones de estabilizacién que estan dirigidas a la cadena principal de fosfato también
pueden ser incluidas en los ARNips para algunas aplicaciones de la presente invencion. Por ejemplo, al menos un
fosforotioato y/o metilfosfonato pueden sustituir al grupo fosfato en algunas o todas las posiciones 3' de cualquiera o
todas las pirimidinas de las hebras efectora y/o antisentido de la cadena principal del oligonucleétido, asi como en
cualquier saliente, estructura en bucle o estructura en tallo que pueda estar presente. Los analogos de fosforotioato
(y metilfosfonato) surgen de la modificacion de los grupos fosfato en la cadena principal del oligonucleétido. En el
fosforotioato, el O del fosfato es remplazado por un atomo de azufre. En los metilfosfonatos, el oxigeno es sustituido
por un grupo metilo. Adicionalmente, se pueden utilizar modificaciones 3' del fosforotioato en lugar de, y con
independencia de las modificaciones 2'-fluoro para incrementar la estabilidad de una molécula de ARNip. Estas
modificaciones se pueden utilizar combinadas con las otras modificaciones descritas en la presente memoria, 0 con
independencia de esas modificaciones en las aplicaciones de los ARNip.

En otras realizaciones, puede haber aun mas modificaciones tales como las descritas a continuacion: una hebra
antisentido que contiene una modificacion 2'-O-alquilo en el segundo nucleétido antisentido, méas un grupo fosfato en
el carbono 5 del primer nucledtido antisentido; mas el primer nucleétido efector contando desde el extremo 5' de esa
hebra es un desoxinucledtido 5'. Esto puede resultar beneficioso al reducir sustancialmente los efectos no
especificos inducidos en la hebra tanto efectora como antisentido.

En otra realizacion, la molécula comprende las siguientes modificaciones:
(1) el segundo nucleétido antisentido terminal contiene una modificacion 2'-O-alquilo; y
(2) el primer nucleétido antisentido terminal contiene un grupo fosfato en el carbono 5'; y
(3) el carbono 5' del primer nucleétido terminal de la hebra efectora comprende cualquier grupo conocido en
la técnica que sea adecuado para bloguear evitando que el grupo hidroxilo acepte o se convierta en un grupo
fosfato. Preferiblemente, el grupo que bloquea el nucleétido terminal 5' comprende un grupo 5'-O-alquilo, un
grupo que bloguea una amina 5, o un grupo que bloquea una azida 5'.

En otra realizacion, cualquiera de las composiciones de la presente invencién puede comprender adicionalmente
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una proteccion terminal 3'. La proteccién terminal 3' puede ser, por ejemplo, una desoxitimidina invertida.

En otras realizaciones de la presente invencién, cualquiera de las composiciones puede comprender un producto
conjugado. El producto conjugado se puede seleccionar del grupo que consiste en aminoacidos, péptidos,
polipéptidos, proteinas, azlcares, carbohidratos, lipidos, polimeros, nucleétidos, polinucleétidos, y combinaciones de
los mismos. El producto conjugado puede ser, por ejemplo, colesterol o PEG. El producto conjugado puede
comprender adicionalmente una marca, tal como, por ejemplo, una marca fluorescente. La marca fluorescente se
puede seleccionar del grupo que consiste en TAMRA, BODIPY, Cy3, Cy5, fluoresceina, y Dabsilo. Alternativamente,
la marca fluorescente puede ser cualquier marca fluorescente conocida en la técnica.

Las modificaciones anteriormente descritas de la presente invencion se pueden combinar con un ARNip que
contiene secuencias que fueron seleccionadas al azar, o de acuerdo con cualquier procedimiento de seleccién de
disefio racional, por ejemplo, el algoritmo de disefio racional descrito en la Solicitud de Patente de los estados
Unidos con el NUm. de Serie 10/714.333, presentada el 14 de Noviembre de 2003, titulada "Functional and
Hyperfuncional siRNA"; en la Solicitud de Patente Internacional nimero PCT/US2003/036787, publicada el 3 de
Junio de 2004 como WO 2004/045543 A2, titulada "Functional and Hyperfuncional siRNA; y en la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos con el Num. de Serie 10/940892, presentada el 14 de Septiembre de 2004, titulada
"Methods and Compositions for Selecting siRNA of Improved Functionality". Adicionalmente, puede ser deseable
seleccionar secuencias basadas en su totalidad o en parte en la estabilidad térmica interna, lo que puede facilitar el
procesamiento por la maquinaria celular.

Se debe observar que las modificaciones de la primera y segunda realizaciones de la presente invencion pueden
tener diferentes efectos dependiendo de la funcionalidad de los ARNip que se empleen. De este modo, en los ARNip
altamente funcionales, las modificaciones de la presente invencion pueden hacer que una molécula pierda una cierta
cantidad de funcionalidad, pero sin embargo seria deseable puesto que se reducen los efectos no especificos. En
contraste, cuado se utilizan ARNip moderadamente o escasamente funcionales, hay un descenso muy pequefio de
la funcionalidad y en algunos casos, la funcionalidad puede aumentar.

Se pueden utilizar varios enfoques para identificar tanto el tipo de molécula como la posicion clave necesaria para
eliminar los efectos no especificos en la hebra efectora y/o antisentido. En un ejemplo no limitante, se realizdé un
paseo de modificacion de la funcién. En este procedimiento, se afiade un solo tipo de modificacién a uno o mas
nucleétidos a lo largo de la hebra efectora y/o antisentido. Con posterioridad, se someten a ensayo las moléculas
modificadas y no modificadas para determinar: (1) la funcionalidad; y (2) los efectos no especificos, por uno de los
diversos métodos. De este modo, por ejemplo, se pueden afiadir grupos 2'-O-Me en las posiciones 1y 2,3y 4,5y
6,7y8,9y10,11y 12,13y 14,15y 16,17 y 18, 0 18 y 19 de la hebra efectora y/o antisentido y someter a ensayo
para determinar la funcionalidad (p. ej., midiendo la capacidad de estas moléculas para silenciar dianas especificas)
y los efectos no especificos. Si se identifican posiciones clave que eliminan alguno o todos las inespecificidades,
pero que dan como resultado una pérdida de funcionalidad del duplex, se realiza una segunda ronda de paseos de
modificacién, por medio de la cual se pueden afadir grupos quimicos adicionales (p. €j., 5' fosfato en el extremo 5'
de la hebra antisentido), emparejamientos erréneos, o protuberancias que se sospecha que aumentan la
funcionalidad del duplex, a moléculas que ya contienen la modificaciéon que elimina la no especificidad.

Con el fin de determinar qué modificaciones son permisibles, se pueden llevar a cabo varios analisis no limitantes
para identificar las modificaciones que limitan los efectos no especificos. En un ejemplo no limitante, la hebra
efectora o antisentido (que porta la modificacidon que esta siendo sometida a ensayo) se puede marcar con uno de
los muchos nucleétidos marcados. Con posterioridad, se puede llevar a cabo un analisis por medio del cual se
puede comparar la afinidad de RISC, p. €j., por la hebra efectora modificada con la de la forma no modificada.
Alternativamente, los ARNip que contienen diversas modificaciones se pueden transfectar a células por medio de
una variedad de metodologias y los cultivos se pueden evaluar con posterioridad mediante analisis de micromatrices
para determinar si las modificaciones alteran el nimero y el patrén de los genes distintos del gen diana.

De acuerdo con una tercera realizacion, la presente invencién esta dirigida a un método para minimizar los efectos
no especificos, comprendiendo dicho método exponer un ARNip modificado que contiene las modificaciones
descritas en la realizacién 1, a un acido nucleico diana, o a una célula u organismo que o bien expresa el &cido
nucleico diana o bien es capaz de expresar el acido nucleico diana.

De acuerdo con otra realizacion, la presente invencion esta dirigida a un método para minimizar los efectos no
especificos, comprendiendo dicho método exponer un ARNip unimolecular que contiene las modificaciones descritas
en la segunda realizacion a un acido nucleico diana, o0 a una célula u organismo que o bien expresa el acido nucleico
diana o bien es capaz de expresar el acido nucleico diana.

En diversas realizaciones, puede estar presente un saliente 3' de 1 a 6 bases en al menos una de la hebra efectora 'y
la hebra antisentido. El saliente puede estar presente con cualquiera de las realizaciones descritas en la presente
memoria en la presente memoria, a menos que se especifique de otro modo o esté implicito en el contexto.
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Los ARNips de la presente invencién se pueden utilizar para preparar un kit, que comprende al menos dos ARNip,
en donde al menos dos ARNip comprende un primer ARNip y un segundo ARNIp, y en donde cada uno del primer
ARNip y el segundo ARNip comprende:

i. a hebra efectora, en donde dicha hebra efectora comprende
a. un primer nucleétido efector terminal 5', en donde dicho primer nucleétido efector terminal 5'
comprende una primera modificacion 2'-O-alquilo; y
b. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efector terminal 5'
comprende una segunda modificacion 2'-O-alquilo; y

ii. una hebra antisentido, en donde dicha hebra antisentido comprende
a. un primer nucleétido antisentido terminal 5', en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o mas grupos fosfato anclados al carbono 5' de su radical azucar; y
b. un segundo nucledtido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacién 2'-O-alquilo;

en donde dicha hebra efectora y dicha hebra antisentido son capaces de formar un duplex de 18-19 pares de
bases de nucledtidos, en donde el duplex tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del
duplex, y dentro de dicho duplex dicho primer nucleétido efector terminal 5' es el nucle6tido mas 5' de la
hebra efectora, y dicho segundo nucleétido efector terminal 5' es inmediatamente adyacente y esta aguas
abajo del primer nucleétido efector terminal 5'; dicho primer nucleétido antisentido terminal 5' es el nucle6tido
méas 5' de la hebra antisentido y dicho segundo nucleétido antisentido 5' terminal es inmediatamente
adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido antisentido terminal 5', en donde todos los nucleétidos de
cada hebra distintos de dicho primer nucle6tido efector terminal 5', dicho segundo nucleétido efector terminal
5', y dicho segundo nucleétido antisentido 5' terminal comprende un 2'-OH.

Semejante kit puede comprender ARNips en donde el primer ARNip y el segundo ARNip comprenden cada uno una
secuencia que es al menos sustancialmente complementaria a una region en el ARNm diana. El kit puede
comprender un ARNip en donde la region del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente complementaria la
secuencia del primer ARNip se solapa con la region del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente
complementaria la secuencia del segundo ARNip. El kit puede comprender ARNip de manera que la regiéon del
ARNmM diana a la cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del primer ARNip no se solapa con
la region del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del segundo ARNip.

Los ARNip de la segunda realizacién se pueden utilizar para preparar un kit, que comprende al menos dos ARNip
unimoleculares, en donde al menos dos ARNip comprenden un primer ARNip y un segundo ARNip, y en donde cada
uno del primer ARNip y el segundo ARNip comprende:

i. una region efectora, en donde dicha region efectora comprende
a. un primer nucleétido efector terminal 5', en donde dicho primer nucleétido efector terminal 5'
comprende una primer modificacion 2'-O-alquilo; y
b. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efector terminal 5'
comprende una segunda maodificacion 2'-O-alquilo; y

ii. una regién antisentido, en donde dicha regién antisentido comprende
a. un primer nucleétido antisentido terminal 5', en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o mas grupos fosfato anclados al carbono 5' de su radical azlcar; y
b. un segundo nucledtido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacién 2'-O-alquilo;

en donde dicha regién efectora y dicha region antisentido son capaces de formar un diplex de 18-19 pares de bases
de nucledtidos, en donde el diplex tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del diplex, y
dentro de dicho duplex dicho primer nucledtido efector terminal 5' es el nucle6tido mas 5' de la regién efectora, y
dicho segundo nucleétido efector terminal 5' es inmediatamente adyacente y estd aguas abajo del primer nucleétido
efector terminal 5'; dicho primer nucleétido antisentido terminal 5' es el nucleétido mas 5' de la regién antisentido y
dicho segundo nucleétido antisentido 5' terminal es inmediatamente adyacente y estd aguas abajo del primer
nucleétido antisentido terminal 5', en donde todos los nucleétidos de la region efectora y la regién antisentido
distintos de dicho primer nucledétido efector terminal 5', dicho segundo nucleétido efector terminal 5', y dicho segundo
nucleétido antisentido 5' terminal comprenden un 2'-OH.

El kit puede comprender ARNip de manera que el primer ARNip y el segundo ARNip comprendan cada uno una
secuencia de sea al menos sustancialmente complementaria a una region en un ARNm diana. En algunas
realizaciones, el kit comprende ARNip de manera que la region del ARN diana a la cual es al menos sustancialmente
complementaria la secuencia del primer ARNip se solapara con la region del ARNm diana a la cual es al menos
sustancialmente complementaria la secuencia del segundo ARNip. En algunas realizaciones, el kit comprende
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ARNip de manera que la region del ARNm diana a la cual la secuencia del primer ARNip es al menos
sustancialmente complementaria no se solapa con la regiéon del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente
complementaria la secuencia del segundo ARNip.

Los ARNip de la segunda realizacion se pueden utilizar para llevar a cabo un método para minimizar los efectos no
especificos en el ARNi ex vivo, comprendiendo dicho método exponer al menos dos ARNip unimoleculares a un
acido nucleico diana o a una célula, en donde los al menos dos ARNip unimoleculares comprenden un primer ARNip
unimolecular y un segundo ARNip unimolecular, en donde cada uno del primer ARNip unimolecular y el segundo
ARNip unimolecular comprende

i. una region efectora, en donde dicha regién efectora comprende
a. un primer nucleétido efector terminal 5', en donde dicho primer nucleétido efector terminal 5'
comprende una primera modificacion 2'-O-alquilo; y
b. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efector terminal 5'
comprende una segunda modificacion 2'-O-alquilo; y

ii. una region antisentido, en donde dicha regién antisentido comprende
a. un primer nucleétido antisentido terminal 5', en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o més grupos fosfato anclados al carbono 5' de su radical azucar; y
b. un segundo nucledtido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacién 2'-O-alquilo;

en donde dicha region efectora y dicha region antisentido son capaces de formar un a duplex de 18-19 pares de
bases de nucleétidos, en donde el duplex tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del duplex,
y dentro de dicho duplex dicho primer nucledtido efector terminal 5' es el nucleétido méas 5' de la region efectora, y
dicho segundo nucledtido efector terminal 5' es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido
efector terminal 5';

dicho primer nucleétido antisentido terminal 5' es el nucleétido mas 5' de la region antisentido y dicho segundo
nucleétido antisentido 5' terminal es inmediatamente adyacente y estd aguas abajo del primer nucleétido antisentido
terminal 5', en donde todos los nucleétidos de la region efectora y la region antisentido distintos de dicho primer
nucleétido efector terminal 5', dicho segundo nucleétido efector terminal 5', y dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprenden un 2'-OH.

El método puede comprender la utilizacion de ARNip en donde el primer ARNip unimolecular y el segundo ARNip
unimolecular comprenden cada uno una secuencia que es al menos sustancialmente complementaria a una region
de un ARNm diana. El método puede comprender la utilizacion de ARNip de manera que la region del ARNm diana
a la cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del primer ARNip unimolecular se solapa con la
region del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del segundo ARNip
unimolecular. El método puede comprender la utilizacién de ARNip de manera que la regién del ARNm diana a la
cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del primer ARNip unimolecular no se solapa con la
region del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del segundo ARNip
unimolecular.

Los ARNip de la segunda realizacion se pueden utilizar para llevar a cabo un método para minimizar los efectos no
especificos en la interferencia con ARN ex vivo, comprendiendo dicho método exponer al menos dos ARNip a un
acido nucleico diana o a una célula, en donde los al menos dos ARNip comprenden un primer ARNip y un segundo
ARNIip, en donde cada uno del primer ARNip y el segundo ARNip comprende

i. una hebra efectora, en donde dicha hebra efectora comprende
a. un primer nucleétido efector terminal 5', en donde dicho primer nucleétido efector terminal 5'
comprende una primera modificacion 2'-O-alquilo; y
b. un segundo nucleétido efector terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido efector terminal 5'
comprende una segunda maodificacion 2'-O-alquilo; y

ii. una hebra antisentido, en donde dicha hebra antisentido comprende
a. un primer nucleétido antisentido terminal 5', en donde dicho primer nucleétido antisentido terminal 5'
tiene uno o mas grupos fosfato anclado al carbono 5' de su radical azlcar; y
b. un segundo nucledtido antisentido terminal 5', en donde dicho segundo nucleétido antisentido 5'
terminal comprende una tercera modificacion 2'-O-alquilo;

en donde dicha hebra efectora y dicha hebra antisentido son capaces de formar un duplex de 18-19 pares de bases
de nucledtidos, en donde el diplex tiene una complementariedad de 100% a lo largo del intervalo del diplex, y
dentro del duplex dicho primer nucle6tido efector terminal 5' es el nucleétido mas 5' de la hebra efectora, y dicho
segundo nucledtido efector terminal 5' es inmediatamente adyacente y estd aguas abajo del primer nucleétido
efector terminal 5

dicho primer nucleétido antisentido terminal 5' es el nucle6tido mas 5' de la hebra antisentido y dicho segundo
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nucleétido antisentido 5' terminal es inmediatamente adyacente y esta aguas abajo del primer nucleétido antisentido
terminal 5', en donde todos los nucle6tidos de cada hebra distintos de dicho primer nucleétido efector terminal 5',
dicho segundo nucledtido efector terminal 5', y dicho segundo nucleétido antisentido 5' terminal comprenden un 2'-
OH.

El método puede comprender la utilizacion de ARNip de manera que el primer ARNip y el segundo ARNip
comprenden cada uno una secuencia que es al menos sustancialmente complementaria a una regiéon de un ARNm
diana. El método puede comprender la utilizacién de ARNip de manera que la regiéon del ARNm diana a la cual es al
menos sustancialmente complementaria la secuencia del primer ARNip se solapa con la regién del ARNm diana a la
cual es al menos sustancialmente complementaria la secuencia del segundo ARNip. El método puede comprender la
utilizacion de ARNip de manera que la region del ARNm diana a la cual es al menos sustancialmente
complementaria la secuencia del primer ARNip no se solapa con la regién del ARNm diana a la cual es al menos
sustancialmente complementaria la secuencia del segundo ARNip.

Debido a que la capacidad del ARNdh de la presente invencién para conservar la funcionalidad y mostrar una
especificidad mejorada no depende de la secuencia de las bases, del tipo de célula, o de la especie en la cual se
introduce, la presente invencion es aplicable a una amplia gama de organismos, incluyendo, pero no limitados a,
plantas, animales, protozoos, bacterias, virus y hongos. La presente invencién es particularmente ventajosa para su
uso en mamiferos tales como ganado vacuno, caballos, cabras, cerdos, ovejas, canidos, roedores tales como
hamsters, ratones, y ratas, y primates tales como, gorilas, chimpancés, y seres humanos.

La presente invencién se puede utilizar ventajosamente con diversos tipos de células, incluyendo, pero no limitados
a, células primarias, lineas celulares germinales y células sométicas. Las células pueden ser, por ejemplo, células
pluripotenciales o células diferenciadas. Por ejemplo, los tipos de células pueden ser células embrionarias, oocitos,
espermatozoides, adipocitos, fibroblastos, miocitos, cardiomiocitos, endotelio, neuronas, glia, células de la sangre,
megacariocitos, linfocitos, macréfagos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos, mastocitos, leucocitos, granulocitos,
gueratinocitos, condrocitos, osteoblastos, osteoclastos, hepatocitos y células de las glandulas endocrinas o
exocrinas.

La presente invencion es aplicable para su utilizacion en la interferencia con ARN (y/o utilizacién como control)
dirigida contra una amplia gama de genes, incluyendo pero no limitados a, los 45.000 genes del genoma humano,
tales como los implicados en enfermedades tales como la diabetes, el Alzheimer y el cancer, asi como genes de los
genomas de seres humanos, ratones, hamsters, chimpancés, cabras, ovejas, caballos, camellos, cerdos, perros,
gatos, nematodos (p. €j., C. elegans), moscas (p. €j., D. melanogaster), y otros vertebrados e invertebrados.

Los ARNip de la presente invencion se pueden administrar a una célula mediante cualquier método que sea
conocido en la actualidad o que se vaya a conocer y aquél que, procedente de la lectura de esta descripcion, un
experto en la técnica concluiria que es util con la presente invencion. Por ejemplo, Los ARNip pueden ser liberados
pasivamente en las células. La absorcién pasiva de los ARNip modificados se puede modular, por ejemplo, por
medio de la presencia de un producto conjugado tal como un radical de polietilenglicol o un radical colesterol en el
extremo 5' de la hebra efectora y/o, en circunstancias apropiadas, un portador farmacéuticamente aceptable.

Otros métodos para la liberacién incluyen, pero no estan limitados a, técnicas de transfeccion que emplean DEAE-
Dextrano, fosfato de calcio, lipidos catidnicos/liposomas, microinyeccion, electroporacion, inmunoporacion, y
acoplamiento de los ARNip a productos conjugados especificos o ligandos tales como anticuerpos, péptidos,
antigenos, o receptores.

Preferiblemente, los ARNip comprenden duplex cuando son administrados.

Adicionalmente, el método de evaluacion del nivel de silenciamiento génico no esta limitado. De este modo, la
capacidad de silenciamiento de cualquier ARNip dado se puede estudiar por medio de cualquiera de los numerosos
procedimientos sometidos a ensayo en la técnica incluyendo, pero no limitados a andlisis Northern, analisis Western,
RT PCR, perfilado de la expresion, y otros.

Los polinucledtidos de la presente invencién se pueden sintetizar mediante cualquier método que sea conocido
actualmente o que se vaya a conocer y que procedente de la lectura de esta descripcion, un experto en la técnica
concluiria que es util para sintetizar las moléculas de la presente invencion. Los duplex de ARNip que contienen las
modificaciones especificadas se pueden sintetizar quimicamente utilizando composiciones de materiales y métodos
descritos en Scaringe, S.A. (2000) "Advanced 5'-silyl-2'-orthoester approach to RNA oligonucleotide synthesis”,
Methods Enzymol. 317, 3-18; Scalinge, S.A. (2001) "RNA oligonucleotide synthesis via 5'-silyl-2'-orthoester
chemistry," Methods 23, 206-217; Scaringe, S. y Caruthers, M.H. (1999) Patente de los Estados Unidos Num.
5.889.136; Scaringe, S. y Caruthers, M.H. (1999) Patente de los Estados Unidos Num. 6.008.400; Scaringe, S.
(2000) Patente de los Estados Unidos Num. 6.111.086; Scaringe, S. (2003) Patente de los Estados Unidos Num.
6.590.093. El método de sintesis utiliza 5'-O-silil-2'-O-ortoester-3'-O-fosforamiditas con la base nucleosidica
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protegida para ensamblar la secuencia de ARNip no modificada deseada sobre un soporte sélido en la direccion 3' a
5'. En resumen, la sintesis de las fosforamiditas requeridas comienza a partir de los ribonucleésidos con la base
protegida convencionales (uridina, N“-acetilcitidina, Nz-isobutirilguanosina y Ns-isobutiriladenosina). La introduccion
de los grupos protectores 5'-O-sililo y 2'-O-ortoester, asi como el radical 3'-O-fosforamidita reactivo se completa a
continuacion en cinco etapas, que incluyen:

1. Bloqueo transitorio simultaneo de los grupos 5'- y 3'-hidroxilo del azlcar del nucledsido con reactivo de
Markiewicz (1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano [TIPS-CI;]) en disolucién de piridina {Markiewicz, W.T.
(1979) "Tetraisopropyldisiloxane-1,3-diyl, a Group for Simultaneous Protection of 3'- and 5'-Hydroxy Functions
of Nucleosides", J. Chem. Research(S), 24-25}, seguido de purificacién cromatografica;

2. Conversion regioespecifica del 2'-hidroxilo del aztcar de TIPS-nucle6sido en el bis(acetoxietil)ortoester
[derivado de ACE] utilizando tris(acetoxietil)ortoformiato en diclorometano con p-toluenesulfonato de piridinio
como catalizador, seguido de purificacion cromatogréfica;

3. Liberacion de los grupos 5'- y 3'-hidroxilo del azicar nucleosidico por medio de la liberacion especifica del
grupo protector de TIPS utilizando fluoruro de hidrogeno y N,N,N"N'-tetrametiletilendiamina en acetonitrilo,
seguido de purificacion cromatogréfica;

4. Proteccion del 5'-hidroxilo en forma de un éter 5-O-sililico utilizando cloruro de benzhidroxi-
bis(trimetilsililoxi)sililo [BzH-CI] en diclorometano, seguido de purificacion; y

5. Conversion en el derivado de 3'-O-fosforamidita utilizando bis(N,N-diisopropilamino)metoxifosfina y 5-
etiltio-1H-tetrazol in diclorometano/acetonitrilo, seguido de purificacion cromatografica.

Los derivados de fosforamidita son tipicamente jarabes espesos, de incoloros a color amarillo pélido. Para la
compatibilidad con el instrumental de sintesis de ARN automatico, cada uno de los productos se disuelve en un
volumen predeterminado de acetonitrilo anhidro, y esta disolucion se divide en alicuotas en el nimero apropiado de
viales de suero para proporcionar una cantidad de 1,0 mmoles de fosforamidita en cada vial. A continuacion los
viales se colocan en una secadora a vacio adecuada y el disolvente se elimina a alta vacio durante la noche. La
atmasfera se sustituye después por argon seco, los viales se tapan con diafragmas de caucho, y las fosforamiditas
empaquetadas se almacenan a -20°C hasta que es necesario. Cada fosforamidita se disuelve en acetonitrilo anhidro
suficiente para dar la concentracion deseada antes de la instalacion en el aparato de sintesis.

La sintesis del oligorribonucledtido deseado se lleva a cabo utilizando un instrumental de sintesis automatico. Esta
comienza con el nucledsido 3'-terminal unido covalentemente a través de su hidroxilo 3' a un soporte de poliestireno
en cuentas sdlidas por medio de una conexion escindible. La cantidad apropiada de soporte para la escala de
sintesis deseada se mide en un cartucho de reaccion, que después se fija al aparato de sintesis. El nucleésido unido
se protege con un radical 5'-O-dimetoxitritilo, que se elimina con &acido anhidro (acido dicloroacético en
diclorometano al 3% [v/v]) con el fin de liberar el 5'-hidroxilo para el ensamblaje de la cadena.

Con posterioridad los nucledsidos de la secuencia que se van a ensamblar se afiaden sucesivamente a la cadena en
crecimiento sobre el soporte sélido utilizando un ciclo de cuatro etapas, que consiste en las siguientes reacciones
generales:

1. Acoplamiento: la fosforamidita apropiada se activa con 5-etiltio-1H-tetrazol y se deja que reaccione con el
5'-hidroxilo libre del nucleosido u oligonucledtido unidos al soporte. La optimizacion de las concentraciones y
excesos molares de estos dos reactivos, asi como el tiempo de reaccion, da como resultado rendimientos del
acoplamiento generalmente por encima de 98% por ciclo.

2. Oxidacion: la conexion internucleétidos formada en la etapa de acoplamiento deja el atomo de fosforo en
su estado de oxidacion P(lll) [fosfito]. El estado de oxidacién bioldgicamente relevante es P(V) [fosfato]. El
fésforo por lo tanto se oxida de P(lll) a P(V) utilizando una disolucion de ensayo de butilhidroperoxido in
tolueno.

3. Proteccion terminal: la pequefia cantidad de grupos 5'-hidroxilo que no han reaccionado se debe bloquear
frente a la participacion en ciclos de acoplamiento posteriores con el fin de evitar la formacién de secuencias
gue contengan deleciones. Esto se logra tratando el soporte con un gran exceso de anhidrido acético y 1-
metilimidazol en acetonitrilo, lo que bloquea eficazmente el grupo 5'-hidroxilo residual en forma de ésteres
acetato.

4. Des-sililacion: el 5'-hidroxil protegido con sililo debe ser desprotegido antes de la siguiente reaccion de
acoplamiento. Esto se logra por medio del tratamiento con trietilamina - trifluoruro de hidrégeno en N,N-
dimetilformamida, lo que libera rapida y eficazmente el 5'-hidroxilo sin la eliminacién concomitante de otros
grupos protectores (2'-O-ACE, grupos protectores de bases N-acilados, o metilo del fosfato).

Se debe observar que entre las cuatro etapas de reaccién anteriores hay varios lavados con acetonitrilo, que se
emplean para eliminar el exceso de reactivos y disolventes antes de la siguiente etapa de reaccion. El ciclo anterior
se repite el nUmero de veces necesario hasta que la porcion no modificada del oligorribonucleétido se ha
ensamblado. El método de sintesis anterior solamente es ilustrativo y no se debe considerar que limite los medios
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por los cuales se pueden elaborar las moléculas. Se puede emplear cualquier método que sea conocido en la
actualidad o que se vaya a conocer para sintetizar ARNip y que, procedente de la lectura de esta descripcion, un
experto en la técnica concluiria que es Util en relacion con la presente invencion

Los duplex de ARNip de ciertas realizaciones incluyen dos nucleésidos modificados (p. €j., derivados 2'-O-metilo) en
el extremo 5' de cada hebra. Los derivados de 5'-O-silil-2'-O-metilo-3'-O-fosforamidita requeridos para la introduccion
de estos nucledsidos modificados se preparan utilizando procedimientos similares a los descritos previamente
(etapas 4 y 5 anteriores), partiendo de nucledsidos con 2'-O-metilo con la base protegida (2'-O-metil-uridina, 2'-O-
metil-N*-acetilcitidina, 2'-O-metiI-N2-isobutirilguanosina y 2'-O-metiI0-N6-isobutiriladenosina). La ausencia de 2'-
hidroxilo en estos nucleésidos modificados elimina la necesidad de proteccién ACE de estos compuestos. Como tal,
la introduccién del 5'-O-sililo y el radical 3'-O-fosforamidita reactivo se completa en dos etapas, que incluyen:

1. Proteccion del 5'-hidroxilo en forma de un éter de 5'-O-sililo utilizando cloruro de benzhidroxi-
bis(trimetilsililoxi)sililo (BzH-CI) en N,N-dimetilformamida, seguido de purificacion cromatografica; y

2. Conversion en el derivado de 3'-O-fosforamidita utilizando bis(N,N-diisopropilamino)metoxifosfina y 5-
etiltio-1H-tetrazol en diclorometano/acetonitrilo, seguido de purificacion cromatografica.

El empaguetamiento de las fosforamiditas después de la purificacion se lleva a cabo utilizando los procedimientos
descritos anteriormente para las nucledsido-fosforamiditas convencionales. De un modo similar, la incorporacion de
los dos 5'-O-silil-2'-O-metil-nucledsidos a través de sus derivados fosforamidita se completa aplicando dos veces el
mismo ciclo de cuatro etapas descrito anteriormente para las nucleosido-fosforamiditas convencionales.

Los duplex de ARNip de ciertas realizaciones de esta invencion incluyen un radical fosfato en el extremo 5' de la
hebra antisentido. Este fosfato se introduce quimicamente como acoplamiento final a la secuencia antisentido. El
derivado de fosforamidita requerido (bis(cianoetil)-N,N-diisopropilamino-fosforamidita) se sintetiza como sigue de
manera resumida: se trata tricloruro de fésforo con un equivalente de N,N-diisopropilamina en tetrahidrofurano
anhidro en presencia de trietilamina en exceso. A continuacion, se afiaden dos equivalentes de 3-hidroxipropionitrilo
y se deja que reaccionen completamente. Finalmente, el producto se purifica mediante cromatografia. El
empaquetamiento de la fosforamidita posterior a la purificacién se lleva a cabo utilizando los procedimientos
descritos anteriormente para las nucleosido-fosforamiditas convencionales. De un modo similar, la incorporacion de
la fosforamidita en el extremo 5' de la hebra antisentido se completa aplicando el mismo ciclo de cuatro etapas
descrito previamente para las nucleosido-fosforamiditas convencionales.

El oligorribonucledtido protegido modificado permanece conectado al soporte sélido al final del ensamblaje de la
cadena. Se utiliza un procedimiento de escisién/desproteccion rapido de dos etapas para eliminar los grupos
protectores metilo del fosfato, escindir el oligorribonucleétido del soporte sélido, y eliminar los grupos protectores de
bases N-acilados. Se debe observar que este procedimiento también elimina los grupos protectores cianoetilo del 5'-
fosfato de la hebra antisentido. Adicionalmente, el procedimiento elimina las funcionalidades acetilo del ortoéster
ACE, convirtiendo el grupo protector 2-O-ACE en el bis(2-hidroxietil)ortoester. Este nuevo ortoester es
significativamente mas labil a los &cidos débiles asi como mas hidrofilo que el grupo ACE parental. El procedimiento
de dos etapas se resume a continuacion:

1. El oligorribonucleétido unido al soporte se trata con una disolucion de 2-carbamoil-2-cianoetilen-1,1-
ditiolato disddico trihidratado en N,N-dimetilformamida. Este reactivo elimina rapida y eficazmente los grupos
protectores metilo de las conexiones fosfato internucleétidos sin escindir el oligorribonucleétido del soporte
sélido. El soporte se lava después con agua para eliminar el exceso de ditiolato.

2. El oligorribonucledtido se escinde el soporte sélido con metilamina acuosa al 40% (p/v) a la temperatura
ambiente. La solucién de metilamina que contiene el oligorribonucledtido bruto se calienta a 55°C para
eliminar los grupos protectores de las bases de los nucledsidos. El oligorribonucleétido protegido con
ortoéster bruto se obtiene después de la eliminacién del disolvente a vacio.

La eliminacion de los 2'-ortoesteres es la etapa final en el procedimiento de sintesis. Esto se completa tratando el
oligorribonucleétido bruto con una solucién acuosa de acido acético y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina, pH 3,8, a
55°C durante 35 minutos. El oligorribonucledtido completamente desprotegido se someter a continuacidon a
eliminacion de las sales mediante precipitacion en etanol y se aisla mediante centrifugacion.

Ademas, la incorporacion de marcas fluorescentes en el extremo 5' de un polinucledétido es una manipulacién coman
y bien entendida por los expertos en la técnica. En general, existen dos métodos que se emplean para completar
esta incorporacion, y los materiales necesarios se encuentran disponibles de varias fuentes comerciales (p. €j., Glen
Research Inc., Sterling, Virginia, USA; Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, USA; TriLink BioTechnologies Inc.,
San Diego, California, USA; y otros). El primer método utiliza una molécula fluorescente que ha sido derivatizada con
un radical fosforamidita a los derivados de fosforamidita de los nucledsidos descritos previamente. En tal caso, el
colorante fluorescente se adjunta al polinucle6tido unido al soporte en el ciclo final del ensamblaje de la cadena. El
polinucleétido modificado con fluoréforo se escinde a continuacion del soporte sélido y se desprotege utilizando los
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procedimientos convencionales descritos anteriormente. Este método se ha denominado "marcaje directo".
Alternativamente, el segundo método utiliza una molécula conectora derivatizada con un radical fosforamidita que
contiene un grupo funcional reactivo protegido (p. €j., amino, sulfhidrilo, carbonilo, carboxilo, y otros). Esta molécula
conectora se anexa al polinucleétido unido al soporte en el ciclo final del ensamblaje de la cadena. El polinucle6tido
modificado con el conector se escinde a continuacion del soporte sélido y se desprotege utilizando los
procedimientos convencionales descritos anteriormente. El grupo funcional en el conector se desprotege o bien
durante el procedimiento de desproteccion convencional, o bien mediante el uso posterior de un tratamiento
especifico del grupo. El polinucleétido modificado con el conector bruto se hace reaccionar después con un derivado
fluoréforo apropiado que dara como resultado la formacion de un enlace covalente entre un sitio en el fluoréforo y el
grupo funcional del conector. Este método se ha denominado "marcaje indirecto”.

Una vez sintetizados, los polinucleétidos de la presente invencion se pueden utilizar inmediatamente o se pueden
almacenar para su uso futuro. Preferiblemente, los polinucleétidos de la invencion se almacenan en forma de duplex
en un tampén adecuado. Se conocen muchos tampones en la técnica adecuados para el almacenaje de los ARNip.
Por ejemplo, el tampdn puede estar formado por KCl 100 mM, HEPES 30 mM pH 7,5, y MgCl, 1 mM.

Preferiblemente, los ARNip de la presente invencién conservan de 30% a 100% de su actividad cuando se
almacenan en semejante tampdn a 4°C durante un afio. Mas preferiblemente, conservan de 80% a 100% de su
actividad biolégica cuando se almacenan en semejante tampon a 4°C durante un afio. Alternativamente, las
composiciones se pueden almacenar a -20°C en semejante tampon durante al menos un afio o mas.
Preferiblemente, el almacenamiento durante un afio 0 mas a -20°C produce menos de un 50% de descenso en la
actividad biologica. Mas preferiblemente, el almacenamiento durante un afio o més a -20°C produce menos de un
20% de descenso en la actividad bioldgica después de un afio o méas. Muy preferiblemente, el almacenamiento
durante un afio 0 mas a -20°C produce menos de un 10% de descenso en la actividad bioldgica.

Con el fin de garantizar la estabilidad de las reservas de ARNip antes de su uso, estos se pueden conservar en
forma sea a -20°C hasta que ya estan listos para su uso. Antes de la utilizacion, se deben resuspender; sin
embargo, una vez resuspendidos, por ejemplo, en el tampdn anteriormente mencionado, deben mantenerse a -20°C
hasta su uso. El tampdn anteriormente mencionado, antes de su uso, se puede almacenar a aproximadamente 4°C
0 a la temperatura ambiente. Las temperaturas eficaces a las cuales se lleva a cabo la transfeccion son bien
conocidas por los expertos en la técnica, e incluyen por ejemplo, la temperatura ambiente.

Con el fin de formar el ARNip duplex desde las hebras complementarias componentes, se mezclan cantidades
iguales de la hebra efectora y la hebra antisentido. Puesto que los oligonuclettidos conservan la proteccion 2'-
ortoester en este punto, éstos se tratan con acido suave a 55°C, cuyo tratamiento elimina estos grupos protectores.
Las hebras desprotegidas se hibridan para formar el daplex permitiendo que la solucién de desproteccion se enfrie
lentamente hasta la temperatura ambiente. Finalmente, el diplex se somete a eliminacién de la sal precipitandolo
con etanol, y el daplex purificado se disuelve en agua libre de ARNasa y se cuantifica mediante espectroscopia
ultravioleta. La calidad del proceso de formacion de diplex se evalia mediante electroforesis en gel nativa.

Las aplicaciones para esta tecnologia nueva y novedosa son amplias. Por ejemplo, es posible que un individuo
pueda identificar uno o mas ARNip dirigidos, p. €j., contra una diana terapéuticamente importante. Dicha molécula
podria proporcionar un silenciamiento excelente de la diana de interés, pero silenciar simultaneamente genes
adicionales (dianas inespecificas) que tienen una complementariedad parcial con la hebra efectora y/o antisentido
del ARNip. El silenciamiento de estas dianas secundarias (dianas inespecificas) puede inducir efectos no deseables
(p. €j., muerte celular, proliferacién celular, diferenciacion) y por esta razén, resulta ventajoso eliminar los efectos no
especificos asociados con el ARNip de interés.

Adicionalmente, el ARNip de la presente invencién se puede utilizar en conjunto diverso de aplicaciones, que
incluye, pero no se limitan a, investigacion basica, descubrimiento de farmacos y desarrollo, diagnéstico, y terapia.
En los entornos de investigacion, la aplicacion puede implicar la introduccion de moléculas modificadas en las
células utilizando o bien el protocolo de transfeccion inversa o bien el de transcripcion directa. Por ejemplo, la
presente invencién se puede utilizar para validar si un producto génico es una diana para el descubrimiento o
desarrollo de un farmaco. En esta aplicacion, el ARNm que corresponde a una secuencia de acido nucleico diana de
interés es identificado para su degradacion elegida como diana. Los ARNip de la invencién que son especificos para
el direccionamiento al gen concreto se introducen en una célula u organismo, preferiblemente en forma de duplex.
La célula u organismo se mantienen en condiciones que permiten la degradacion del ARNm elegido como diana,
dando como resultado un descenso de la actividad o la expresion del gen. A continuacién se mide el grado de
cualquier expresion o actividad disminuida del gen, junto con el efecto de dicha expresién o actividad disminuidas, y
se realiza una determinacion de si la expresién o la actividad disminuyen, en ese caso la secuencia de acido
nucleico de interés es un agente para el descubrimiento o desarrollo de farmacos. De esta manera, los efectos
fenotipicamente deseables se pueden asociar con la interferencia con ARN de acidos nucleicos diana concretos de
interés, y en los casos apropiados se pueden acometer estudios de toxicidad y farmacocinética y desarrollar
preparaciones terapéuticas.
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La invencién se puede implementar para una amplia gama de aplicaciones asociadas con la transfeccién de las
moléculas modificadas. En un ejemplo no limitante, se utilizan las modificaciones de la invencion para eliminar los
efectos no especificos resultantes de la transfeccion de ARNip en un formato de transfeccion inversa. Por ejemplo,
los ARNip modificados se secan sobre una superficie sélida (p. €j., el fondo de un pocillo de una placa de 96, 384, o
1536 paocillos), se solubilizan mediante la adicién de un portador (p. €j., un reactivo de transfeccién lipidico), seguido
de la adicién de tipos de los células de eleccién para la transfeccién.

En otra solicitud de la invencién, los ARNip que estan modificados con las modificaciones de la invencién, o no
modificados, se transfectan por separado a las células y se ejecutan elemento por elemento para identificar o
distinguir entre los resultados fenotipicos inducidos por la reduccién de la expresion del gen que estan generados
por el silenciamiento especifico de la diana y el silenciamiento de dianas inespecificas.

En otra aplicacion del uso de los ARNip modificados de la invencion, las células se transfectan con reservas de
ARNip modificados o ARNip individuales modificados que constituyen las reservas. De este modo, un usuario es
capaz de identificar el ARNip o combinacion de ARNip mas funcionales contra una diana individual.

En otra aplicacién mas, los ARNip que portan las modificaciones de la invencion estan dirigidos contra una familia
concreta de genes (p. €j., quinasas), genes asociados con una o varias rutas concretas (p. €j., regulacion del ciclo
celular), o genomas completos (p. €j., el genoma humano, de rata, raton C. elegans, o Drosophila). La reduccion de
la expresion de cada gen de la coleccién con ARNip que portan las modificaciones de la invencién permitiria a los
investigadores evaluar rapidamente la contribucion de cada miembro de una familia de genes, o cada miembro de
una ruta, o cada gen de un genoma, a una funcién o evento bioldgicos concretos sin el riesgo de que el fenotipo sea
el resultado de un efecto inespecifico. Como un ejemplo de esta clase de aplicacion, los individuos que estan
interesados en identificar uno 0 mas genes del anfitrién (ser humano) que contribuyen a la capacidad, p. €j., de que
el virus VIH infecte células humanas, puede cultivar en placa ARNip dirigidos contra el genoma humano completo en
un formato RTF. Después de la formacion de los lipoplexes, se afiaden células susceptibles de infeccion por VIH (p.
ej., células JC53) a cada pocillo para la transfeccion. Después de cultivar las células durante un periodo de 24-48
horas, las células de cada pocillo se podrian someter a un titulo letal del virus VIH. Después de un periodo de
incubacién apropiado necesario para la infeccién, las placas se podrian examinar para identificar qué pocillos
contienen células vivas. Los pocillos que contienen células vivas (0 un namero sustancialmente més grande de
células vivas que los controles) identifican un gen del anfitrion que es necesario para la infeccion viral, la replicacion,
y/o la liberacién. De este modo, se pueden identificar genes del anfitrion que juegan un papel en la infeccién por el
patégeno con el riesgo de que el fenotipo observado sea el resultado de efectos no especificos.

En otra aplicacién mas, las células transfectadas con ARNip con portan las modificaciones de la invencién se utilizan
para evaluar la contribucién de un gen concreto (de la diana) a la exclusiéon de un farmaco de las células. En un
ejemplo no limitante, las células son sometidas a transfeccion inversa sobre placas RTF que contienen uno o varios
ARNip dirigidos contra todos los miembros conocidos del genoma humano, ARNip dirigidos contra una familia
concreta de genes (p. €j., quinasas), ARNip dirigidos contra genes de una ruta concreta (p. €j., las rutas ADME-tox).
Con posterioridad, las células se tratan con un compuesto concreto (p. €j., un compuesto terapéutico potencial) y se
puede medir la capacidad de las células para, p. €j., conservar, excretar, metabolizar, o adsorber ese compuesto y
comparar con células no tratadas. De este modo, un investigador puede identificar uno o0 mas genes del anfitrion que
juegan un papel en la farmacocinética del compuesto con un riesgo limitado de que el fenotipo observado sea el
resultado de la regulacion a la baja de un gen inespecifico.

En otra aplicacién mas, se utilizan células transfectadas con ARNip que portan las modificaciones de la invencion
para validar la diana de uno o méas agentes biolégicamente relevantes (p. €j., un farmaco). Por ejemplo, si se cree
gue un farmaco concreto se dirige a una proteina concreta e induce un fenotipo concreto, la accion del farmaco se
puede validar localizando su proteina diana con un ARNip especifico del gen que porta las modificaciones de la
invencion. Si el ARNip induce el mismo fenotipo que el farmaco, la diana es validada. Si el ARNip modificado no
logra inducir el mismo fenotipo, estos experimentos cuestionarian la validez de la proteina como diana del farmaco.

En otra aplicacion mas, se pueden utilizar dos o mas ARNip que portan las modificaciones de la invencién y que se
dirigen a dos 0 mas dianas distintas para identificar y estudiar pares letales sintéticos.

En otra aplicacion mas, se pueden utilizar los ARNip que portan las modificaciones de la invencion para dirigir
transcritos que contienen polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) para facilitar y evaluar la contribucion de un
SNP concreto a un fenotipo, una funcién biolégica, un estado de enfermedad, o un evento.

En otra aplicacién mas, se pueden utilizar ARNip que portan las modificaciones de la invencién para dirigirse a uno o
mas genes diana cuya reduccion de la expresién se sabe que induce un estado de enfermedad concreto. De este
modo, es posible facilitar el estudio de esa enfermedad concreta sin el riesgo de reducir la expresion de genes
adicionales.
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En todas las aplicaciones descritas anteriormente, se pueden emplear las aplicaciones de tal manera que reduzcan
la expresion de uno o miltiples genes en un Unico pocillo.

La presente invencion también se puede utilizar en aplicaciones de interferencia con ARN que inducen estados de
enfermedad o trastornos transitorios 0 permanentes en un organismo, por ejemplo, atenuando la actividad de un
acido nucleico diana de interés que se cree que es una causa o factor en la enfermedad o trastorno de interés. El
incremento de la actividad de un &cido nucleico diana de interés puede hacer que la enfermedad o trastorno
empeore, o tienda a aliviarse o a curar la enfermedad o trastorno de interés, segin sea el caso. Del mismo modo, la
disminucion de la actividad del acido nucleico diana de interés puede hacer que la enfermedad o trastorno, empeore,
o tienda a aliviarse o a curarse, segun sea el caso. Los acidos nucleicos diana de interés pueden comprender acidos
nucleicos genémicos o acidos nucleicos extracromosémicos, tales como acidos nucleicos virales.

Aun més, la presente invencién se puede utilizar en aplicaciones de interferencia con ARN, tales como aplicaciones
de diagnéstico, profilacticas, y terapéuticas de las composiciones en la fabricacion de un medicamento en animales,
preferiblemente mamiferos, mas preferiblemente seres humanos en el tratamiento de enfermedades, o la expresion
en exceso o por defecto de una diana. Preferiblemente, la enfermedad o trastorno es uno que surge del mal
funcionamiento de una o mas proteinas, cuya enfermedad o trastorno esté relacionada con la expresion del producto
génico de una o més proteinas. Por ejemplo, es ampliamente reconocido que ciertos canceres de mama humanos
estan relacionados con el mal funcionamiento de una proteina expresada a partir de un gen conocido comunmente
como gen "bcl-2". Se puede fabricar un medicamento de acuerdo con las composiciones y ensefianzas de la
presente invencion, empleando uno o mas ARNip dirigidos contra el gen bcl-2, y opcionalmente combinarlo con un
portador, diluyente y/o coadyuvante farmacéuticamente aceptable, cuyo medicamento se puede utilizar para el
tratamiento del cancer de mama. Los solicitantes han establecido la utilidad de los métodos y composiciones en
modelos celulares. Los métodos de liberacion de polinucleétidos, tales como ARNip, a células en el interior de
animales, incluyendo seres humanos, son bien conocidos en la técnica. Se espera que cualquier vehiculo de
liberacion conocido actualmente en la técnica, o que se vaya a conocer, y tenga utlidad para introducir
polinucleédtidos, tales como ARNip, en animales, incluyendo seres humanos, sea Util en la fabricacion de un
medicamento de acuerdo con la presente invencion, siempre que el vehiculo de liberacion no sea incompatible con
ninguna de las modificaciones que puedan estar presentes dentro de la composicion elaborada de acuerdo con la
presente invencién. Un vehiculo de liberacion que no sea compatible con una composicion elaborada de acuerdo
con la presente invencion es aquel que reduce la eficacia de la composicién en mas de 95% medida frente a la
eficacia en cultivo celular.

Existen modelos animales para muchos, muchos trastornos, incluyendo, por ejemplo, canceres, enfermedades del
sistema vascular, errores innatos del metabolismo, y similares. Esta dentro del conocimiento practico de la técnica la
administracion de &acidos nucleicos a animales en regimenes de dosificacion hasta llegar a un régimen de
dosificacion optimo para una enfermedad o trastorno concreto en un animal tal como un mamifero, por ejemplo, un
ratén, rata o primate no humano. Una vez que se ha establecido la eficacia en el mamifero por medio de la
experimentacion rutinaria por un experto en la técnica, se pueden lograr regimenes de dosificaciéon para el comienzo
de las pruebas en seres humanos basandose en los datos alcanzados en tales estudios.

Las dosificaciones de medicamentos fabricados de acuerdo con la presente invencion pueden variar de
microgramos por kilogramo a cientos de miligramos por kilogramo de un sujeto. Como es sabido en la técnica, la
dosificacién variara de acuerdo con la masa del mamifero que recibe la dosis, la naturaleza del mamifero que recibe
la dosis, la gravedad de la enfermedad o trastorno, y la estabilidad del medicamento en el suero del sujeto, entre
otros factores bien conocidos por los expertos en la técnica.

Para estas aplicaciones, un organismo que se sospecha que tiene una enfermedad o trastorno que sea susceptible
de modulacién mediante la manipulacion de un &cido nucleico diana concreto de interés se trata por medio de la
administracion de ARNip. Los resultados del tratamiento con ARNip pueden ser mitigadores, paliativos, profilacticos,
y/o diagnésticos de una enfermedad o trastorno concretos. Preferiblemente, el ARNip se administra de una manera
farmacéuticamente aceptable con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Las aplicaciones terapéuticas de la presente invencidon se pueden realizar con una variedad de composiciones
terapéuticas y métodos de administracion. Los portadores y diluyentes farmacéuticamente aceptables son conocidos
por los expertos en la técnica. Los métodos de administracion a células y organismos también son conocidos por los
expertos en la técnica. Se sabe que los regimenes de dosificacion, por ejemplo, dependen de la gravedad y el grado
de sensibilidad de la enfermedad o trastorno que se vaya a tratar, con un curso de tratamiento que abarca de dias a
meses, 0 hasta que se logra el efecto deseado sobre el trastorno o estado de enfermedad. Se puede requerir una
administracion crénica de ARNip para unos efectos deseados duraderos con algunas enfermedades o trastornos.
Los regimenes de dosificacion adecuados se pueden determinar, por ejemplo, administrando cantidades variables
de uno o mas ARNip en un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable, por medio de una ruta de liberacion
farmacéuticamente aceptable, y la cantidad de farmaco acumulada en el organismo del organismo receptor se
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puede determinar en diferentes momentos después de la administraciéon. De un modo similar, se puede medir el
efecto deseado (por ejemplo, el grado de supresion de la expresiéon de un producto génico o una actividad génica)
en diferentes momentos después de la administracion del ARNip, y este dato se puede correlacionar con otros datos
farmacocinéticos, tales como acumulacion en el organismo o un 6rgano. Un experto normal en la técnica puede
determinar las dosificaciones 6ptimas, los regimenes de dosificacion, y similares. Un experto normal en la técnica
puede emplear los datos de CEso de modelos animales in vivo e in vitro como pautas para estudios con seres
humanos.

Auln mas, la presente invencion se puede utilizar en aplicaciones de interferencia con ARN, tales como aplicaciones
de diagnéstico, profilacticas, y terapéuticas. Para estas aplicaciones, se trata un organismo que se sospecha que
tiene una enfermedad o trastorno que es susceptible de modulacion mediante manipulacién de un acido nucleico
diana concreto de interés por medio de la administracion de ARNip. Los resultados del tratamiento con ARNip
pueden ser mitigadores, paliativos, profilacticos, y/o diagnosticos de una enfermedad o trastorno concretos.
Preferiblemente, el ARNip se administra de una manera farmacéuticamente aceptable con un portador y/o diluyente
farmacéuticamente aceptables.

Adicionalmente, el ARNip se puede administrar en una crema o pomada topicamente, una preparacion oral tal como
una capsula o comprimido 0 una suspension o disolucién, y similares. La ruta de administraciéon puede ser
intravenosa, intramuscular, dérmica, subdérmica, cutdnea, subcutanea, intranasal, oral, rectal, por medio de gotas
oculares, mediante implantacion tisular de un dispositivo que libera el ARNip en una localizacion ventajosa, por
ejemplo cerca de un érgano o tejido o tipo de célula que alberga un &cido nucleico diana de interés.

Ejemplos
Ejemplo 1
Sintesis de ARNip

Se sintetizaron oligonucleétidos de ARN utilizando la quimica 2'-ACE (véase la Figura 3). La sintesis se lleva a cabo
preferiblemente en forma de un procedimiento automatizado en una maquina apropiada. Varias de tales maquinas
sintetizadoras son conocidas por los expertos en la técnica. Cada nucleétido se afiade secuencialmente (direccion 3'
a 5') a un sdlido oligonucleétido unido al soporte. Aunque se prefieren los soportes de poliestireno, se puede utilizar
cualquier soporte adecuado. El primer nucledsido en el extremo 3' de la hebra se ancla covalentemente a un soporte
sélido. Se afiaden el precursor de nucle6tido, un ribonucleétido activado tal como una fosforamidita o H-fosfonato, y
un activador tal como tetrazol, por ejemplo, S-etil-tetrazol (aunque se puede utilizar cualquier otro activador
adecuado) (etapa i en Figura 3), acoplando la segunda base al extremo 5' del primer nucleésido. El soporte se lava y
se protege terminalmente cualquier grupo 5'-hidroxilo que no haya reaccionado con un reactivo de acetilacion tal
como, pero no limitado a, anhidrido acético o anhidrido fenoxiacético para producir radicales 5'-acetilo no reactivos
(etapa ii). El enlace P(lll) se oxida a continuacién al enlace P(V) més estable y deseado en ultima instancia (etapa
iii), utilizando un agente oxidante adecuado tal como, por ejemplo, hidroperoxido de t-butilo o yodo y agua. Al final
del ciclo de adicién de nucledtidos, el grupo 5'-sililo se escinde con ion fluoruro (etapa iv), por ejemplo, usando
fluoruro de trietilamonio o fluoruro de t-butilamonio. El ciclo se repite para cada nucleétido subsiguiente. Cabe
destacar que, aunque Figura 3 ilustra una fosforamidita que tiene un grupo protector de metilo, se puede utilizar
cualquier otro grupo adecuado para proteger o reemplazar el oxigeno del radical fosforamidita. Por ejemplo, se
pueden emplear en esta posicidon grupos alquilo, grupos cianoetilo, o tioderivados. Adicionalmente, el nucledsido
activado entrante en la etapa (i) puede ser un tipo diferente de nucleésido activado, por ejemplo, un H-fosfonato,
metilfosforamidita o un tiofosforamidita. Cabe sefialar que el nucledsido inicial, o 3', unido al soporte puede tener un
grupo protector 5' diferente tal como un grupo dimetoxitritilo, en lugar de un grupo sililo. La escisiéon del grupo
dimetoxitritilo requiere hidrdlisis acida, tal como se emplea en la quimica de sintesis de ADN convencional. Por lo
tanto, se emplea un &cido tal como acido dicloroacético (DCA) o &cido tricloroacético (TCA) para esta etapa solo.
Ademas de la etapa de escisién con DCA, el ciclo se repite tantas veces como sea necesario para sintetizar el
polinucleétido deseado.

Después de la sintesis, los grupos protectores de los fosfatos, que se representan como grupos metilo en la Figura
3, pero que no tienen que estar limitados a grupos metilo, se escinden en 30 minutos utilizando trihidrato de 2-
carbamoil-2-cianoetileno-1,1-ditiolato disédico (ditiolato) 1 M en DMF (dimetilformamida). La solucion de
desproteccion se lava del oligonucleoétido unido al soporte solido usando agua. El soporte se trata a continuacion con
metilamina al 40% durante 20 minutos a 55°C. Esto libera los oligonucleétidos de ARN en solucién, desprotege las
aminas exociclicas y elimina la proteccién de acetilo en los grupos 2'-ACE. Los oligonucleétidos se pueden analizar
mediante HPLC de intercambio aniénico en esta etapa.

Los grupos 2'-ortoéster son los Ultimos grupos protectores que deben eliminarse, si se desea la separacion. La
estructura del ARN protegido en 2'-ACE inmediatamente antes de la desproteccién 2' es la representada en la
Figura 4.
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Para los procedimientos automatizados, los soportes solidos que tienen el nucledsido inicial se instalan en el aparato
sintetizador. El aparato contendra todos los reactivos auxiliares accesorios y los monémeros necesarios para la
sintesis. Los reactivos se mantienen en atmdésfera de argén, ya que algunos monémeros, si no se mantiene bajo un
gas inerte, se pueden hidrolizar. El aparato se ceba para llenar todas las calles con el reactivo. Se disefia un ciclo de
sintesis que define la liberacion de los reactivos en el orden adecuado de acuerdo con el ciclo de sintesis, liberando
los reactivos en un orden especificado. Una vez que se define un ciclo, se define la cantidad de cada reactivo que se
va a afadir, se define el tiempo entre las etapas, y se definen las etapas de lavado, la sintesis esta lista para
proseguir una vez que se afiade el soporte sélido que tiene el nucleésido inicial.

Para los analogos de ARN descritos en la presente memoria, la modificacién se logra a través de tres métodos
generales diferentes. La primera, que se implementa para carbohidratos y modificaciones de bases, asi como para
la introduccion de ciertos conectores y productos conjugados, emplea fosforamiditas modificadas en las que la
modificacién es pre-existente. Un ejemplo de tal modificacion seria la especie de carbohidrato modificado en 2' (2'-F,
2'-NH,, 2'-O-alquilo, etc.) en donde el ortoéster 2' se sustituye por la modificacion deseada; también se podrian
introducir modificaciones 3' o 5' terminales tales como derivados de fluoresceina, Dabsilo, colesterol, derivados de
cianina o polietilenglicol. También se introducirian ciertas modificaciones en el enlace internucleotidico a través de la
entrada del intermedio nucledsido reactivo. Los ejemplos de la modificacion enlace internucleotidico resultante
incluyen, pero no se limitan a metilfosfonatos, fosforamidatos, fosforotioatos o fosforoditioatos.

Se pueden emplear muchos modificadores usando los mismos o similares ciclos. Los ejemplos de esta clase
incluirian, por ejemplo, 2-aminopurina, 5-metilcitidina, 5-aminoaliluridina, diaminopurina, 2-O-alquilo, espaciadores de
varios atomos, mondémeros espaciadores individuales, 2'-aminonucleésidos, 2'-fluoronucledsidos, 5-yodouridina, 4-
tiouridina, acridinas, 5-bromouridina, 5-fluorocitidina, 5-fluorouridina, 5-yodouridina, 5-yodocitidina, 5-biotin-timidina,
5-fluorescein-timidina, inosina, pseudouridina, monémero abasico, nebularano, desazanucledsido, pirenonucledésido,
azanucleosido, etc. A menudo, el resto de las etapas en la sintesis seguiria siendo el mismo, con la excepcioén de las
modificaciones que introducen sustituyentes que son labiles a las condiciones de desproteccion estandar. Aqui se
emplearian condiciones modificadas que no afecten al sustituyente. En segundo lugar, ciertas modificaciones del
enlace internucleotidico requieren una alteracion de la etapa de oxidacién para permitir su introduccion. Los
ejemplos de esta clase incluyen fosforotioatos y fosforoditioatos en los que se requiere la oxidacion con azufre
elemental u otro agente de transferencia de azufre adecuado. En tercer lugar, ciertos productos conjugados y
modificaciones se introducen por el proceso de "post-sintesis”, en el que la molécula deseada se afiade al
biopolimero después de que se completa la sintesis en fase solida. Un ejemplo de esto seria la adicién de
polietilenglicol a un oligonucledtido de pre-sintetizado que contiene una amina primaria unida a un conector
hidrocarbonado. El anclaje en este caso se puede lograr mediante el uso de un éster de N-hidroxi-succinimidilo de
polietilenglicol en una reaccion en fase de solucion.

Si bien esto esboza el método més preferido para la sintesis de ARN sintético y sus analogos, se podria emplear
cualquier método de sintesis de acido nucleico que fuera capaz de ensamblar estas moléculas en su ensamblaje.
Los ejemplos de los métodos alternativos incluyen los enfoques de sintesis 5'-DMT-2'-TBDMS y 5'-DMT-2-TOM. Se
pueden introducir algunas modificaciones 2'-O-metilo, 2'-F y del esqueleto en las reacciones de transcripcion
utilizando polimerasas T7 y SP6 modificadas y de tipo salvaje, por ejemplo.

Sintesis de ARN modificado

Los siguientes directrices se proporcionan para la sintesis de ARN modificados, y se pueden adaptar facilmente para
su uso en cualquiera de los sintetizadores automatizados conocidos en la técnica.

Modificaciones del extremo 3'

Existen varios métodos para incorporar modificaciones 3'. La modificacion 3' se puede anclar o "cargar" en un
soporte soélido de eleccion utilizando métodos conocidos en la técnica. Alternativamente, la modificacion 3' puede
estar disponible en forma de una fosforamidita. La fosforamidita se acopla a un soporte universal, usando métodos
de sintesis convencionales, donde el soporte universal proporciona un hidroxilo en el que se crea una modificacion
en el extremo 3' mediante la introduccién de la fosforamidita activada de la modificacion terminal deseada. De
acuerdo con otro método, la modificacion 3' se podria introducir post-sintéticamente después de que el polinucleétido
se retire del soporte solido. El polinucleétido libre inicialmente tiene un hidroxilo, amino, tiol, o halégeno 3' terminal
gue reacciona con una forma apropiadamente activada de la modificacion de eleccién. Los ejemplos incluyen, pero
no se limitan a reacciones con éster de N-hidroxisuccinimidilo, tioéter, disulfuro, maleimido, o haloalquilo. Esta
modificacién se convierte ahora en el extremo 3' del polinucleétido. Los ejemplos de las modificaciones que se
pueden conjugar post-sintéticamente pueden ser, pero no se limitan a fluoroesceinas, acridinas, TAMRA, dabsilo,
colesterol, polietilenglicoles, espaciadores de varios atomo, cianinas, lipidos, carbohidratos, acidos grasos,
esteroides, péptidos o polipéptidos.
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Modificaciones del extremo 5'

Existen diversas maneras de introducir una modificaciéon 5' en un polinucleétido. Por ejemplo, se puede adquirir un
nucleésido que tiene la modificacion 5' y activarlo posteriormente a una fosforamidita, o la fosforamidita que tiene la
modificacién 5' puede ser asequible comercialmente. A continuacién, se emplea el nucledsido activado que tiene la
modificacion 5' en el ciclo tal como se puede utilizar cualquier otro nucledsido activado. Sin embargo, no todas las
modificaciones 5' estan disponibles como fosforamiditas. En tal caso, la modificacién 5' puede ser introducida de una
manera analoga a la descrita para las modificaciones 3' anteriores.

Tioatos

Los polinucleétidos que tienen uno o mas restos tioato, tales como conexiones fosforotioato, se elaboraron de
acuerdo con el ciclo de sintesis descrito anteriormente e ilustrado en la Figura 3. Sin embargo, en lugar de la etapa
de oxidacion con hidroperéxido de t-butilo, se utilizé azufre elemental u otro agente de sulfuracion.

Modificaciones 5'-tio

Se pueden adquirir monémeros que tienen tioles 5' en forma de fosforamiditas de proveedores comerciales tales
como Glen Research. Estos mondmeros modificados 5' tiol portan generalmente grupos protectores tritilo. Después
de la sintesis, el grupo tritilo puede ser eliminado por cualquier método conocido en la técnica.

Otras modificaciones

Para ciertas modificaciones, las etapas del ciclo de sintesis pueden variar un poco. Por ejemplo, cuando el extremo
3' tiene una dT inversa (en donde la primera base se ancla al soporte sélido a través del 5-hidroxilo y el primer
acoplamiento es una conexion 3'-3') la destritilacion y el acoplamiento se producen mas lentamente, por lo que se
debe utilizar reactivo destritilante extra, tal como acido dicloroacético (DCA), y el tiempo de acoplamiento debe
aumentarse a 300 segundos. Algunas modificaciones 5' pueden requerir tiempo de acoplamiento prolongado. Los
ejemplos incluyen colesterol, tales como fluoréforos biotina Cy3 o Cy5, dabsilo, conectores amino, conectores tio,
espaciadores, polietilenglicol, reactivo de fosforilacion, BODIPY, o conectores fotoescindibles.

Cabe sefialar que si un polinucleétido va a tener solo una Unica modificacion, esa la modificacion puede llevarse a
cabo mas eficazmente manualmente retirando el soporte que tiene el polinucleétido parcialmente construido sobre
él, acoplando manualmente el monémero que tiene la modificacion, y sustituyendo a continuacion el soporte en el
sintetizador automatico y reanudando la sintesis automatizada.

Ejemplo 2
Desproteccion y escision de oligonucledtidos sintetizados del soporte

La escision se puede realizar manualmente o en un procedimiento automatico en una maquina. La escision del
radical protector de la conexion internucleotidica, por ejemplo, un grupo metilo, se puede lograr mediante el uso de
cualquier agente de escision adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, ditiolato o tiofenol. Se afiade ditiolato 1
M en DMF al soporte sélido a temperatura ambiente durante 10 a 20 minutos. El soporte se lava a fondo con, por
ejemplo, DMF, después con agua, a continuacion acetonitrilo. Alternativamente, un lavado con agua seguido de un
lavado con acetonitrilo a fondo sera suficiente para eliminar cualquier ditioato residual.

La escisién del polinucleétido del soporte y la eliminacion de la proteccion de la base exociclica se puede realizar
con N-metilamina (NMA) acuosa al 40%, seguido de calentamiento a 55 grados centigrados durante veinte minutos.
Una vez que el polinucledtido esta en solucion, el NMA se retira cuidadosamente del soporte sélido. La solucion que
contiene el polinucledtido se seca a continuacion, para quitar la NMA a vacio. El procesamiento adicional, incluyendo
la formacién de diplex, la eliminacion de las sales, la purificacion en gel, el control de calidad, y similares puede
llevarse a cabo mediante cualquier método conocido en la técnica.

Para algunas modificaciones, la etapa con NMA puede variar. Por ejemplo, para la modificacion de un amino 3, el
tratamiento con NMA debe ser durante cuarenta minutos a 55 grados centigrados. La puromicina, las modificaciones
de los conectores 5' amino terminales, y las modificaciones de nucledsidos 2' amino se calientan durante 1 hora
después de la adicion de NMA al 40%. Los oligonucleé6tidos modificados con Cy5 se tratan con hidroxido de amonio
durante 24 horas mientras se protegen de la luz.

Preparacién de reactivos de escision
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Se utilizan agua de calidad para HPLC y acetonitrilo de calidad para sintesis. El ditiolato se prepara previamente en
forma de cristales. Afiadir 4,5 gramos de cristales de ditiolato a 90 ml de DMF. Se puede adquirir NMA Al 40%, listo
para su uso, de un proveedor tal como Sigma Aldrich Corporation.

Recocido de polinuclettidos de hebra sencilla

Los polinucleétidos de hebra sencilla se pueden recocer por medio de cualquier método conocido en la técnica,
empleando cualquier tampén adecuado. Por ejemplo, se pueden mezclar cantidades iguales de cada hebra en un
tampon adecuado, tal como, por ejemplo, HEPES 50 mM pH 7,5, cloruro de potasio 100 mM, cloruro de magnesio 1
mM. La mezcla se calienta durante un minuto a 90 grados centigrados, y se deja enfriar a temperatura ambiente. En
otro ejemplo, cada polinucleétido se prepara por separado de tal manera que cada uno esté a una concentraciéon 50
micromolar. Se afiaden a continuacion 30 uL de cada solucion de polinucledtido a un tubo con 15 microlitros de
tampon de recocido 5X, en donde la concentracion final del tampon de recocido es cloruro de potasio 100 mM,
HEPES-KOH 30 mM, pH 7,4 y cloruro de magnesio 2 mM. El volumen final es de 75 microlitros. La solucion se
incuba a continuacidon durante un minuto a 90 grados centigrados, se centrifuga en una centrifuga durante 15
segundos, y se deja incubando a 37 grados centigrados durante una hora, a continuacion se deja llegar a
temperatura ambiente. A continuacion esta solucion se puede almacenar congelada a menos 20 grados centigrados
y congelar-descongelar hasta cinco veces. La concentracion final del diplex es 20 micromolar. Un ejemplo de un
tampon adecuado para el almacenamiento de los polinucleétidos es KCI 20 mM, HEPES 6 mM, pH 7,5, MgCl, 0,2
mM. Todos los tampones utilizados deben estar libres de ARNasa.

Eliminacion del radical ortoéster

Si se desea, el radical o los radicales ortoéster se pueden eliminar del polinucleétido mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica. Uno de tales métodos emplea un sistema tampén de pH 3,8 voléatil de &cido
acético-tetrametilendiamina (TEMED) que se puede retirar mediante liofilizacion después de la extraccion del radical
o radicales ortoéster. La desproteccion a un pH mayor que 3.0 ayuda a minimizar el potencial para la escision
catalizada por &cido de la hebra principal de fosfodiéster. Por ejemplo, la desproteccién se puede lograr usando
acido acético 100 mM ajustado a pH 3,8 con TEMED suspendiendo el polinucledtido protegido con ortoéster e
incubandolo durante 30 minutos a 60 grados centigrados. La solucion se liofiliza a continuacion o se somete a un
SpeedVac hasta sequedad antes de su uso. Si fuera necesario, se puede realizar la eliminacién de las sales
después de la desprotecciéon mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, precipitacion con
etanol o eliminacion de las sales en un cartucho de fase inversa.

Ejemplo 3
ARNip sintetizados para su uso en la interferencia de ARN

Se sintetizaron ARNip de diecinueve unidades que tenian un saliente de di-dT usando quimica de ACE patentada
por Dharmacon, Inc.'s, y se disefiaron y utilizaron de acuerdo con la invencion descrita en la presente memoria.
"SEAP" se refiere a la fosfatasa alcalina secretada humana; "ciclo humano" se refiere a la ciclofilina B humana; un
asterisco entre las unidades de nucledtidos se refiere a una conexion internucleotidica modificada que es una
conexion fosforotioato; la estructura 2'-FC o 2'-FU se refiere a una unidad de nucleoétido que tiene un atomo de fltor
anclado al carbono 2' de un radical ribosilo; la estructura 2'-N-C o0 2'-N-U se refiere a una unidad de nucleétido que
tiene un grupo -NH; unido al carbono 2' de un radical ribosilo; la estructura de 2'-OMe-C o 2'-OMe-U se refiere a una
unidad de nucleétido que tiene una modificacion 2'-O-metilo en el carbono 2' de un radical ribosilo de CS o Us,
respectivamente; dG, dU, dA, dC, y dT se refieren a una unidad de nucleétidos que es desoxi con respecto a la
posicion 2', y en su lugar tiene un hidrégeno anclado al carbono 2' del radical ribosilo. A menos que se indique lo
contrario, todas las unidades de nucleétidos en la siguiente lista son ribosil con un-OH en el carbono 2'.

Slintesis de duplex de ARNip de formula general |
Formula General I:

S 5'> HO-mX1MX2X3X4X5XeX7XgXaX10X11X12X13X14X15X16X17X18X19X20X21-OH<3'
AS 3> HO-Y21Y20Y19Y18Y17Y16Y15Y14Y13Y12Y11Y10YoY8Y7Y6Y5Y4Y3Y2Y1-POs<5'

donde X, e Yq son ribonucleésidos incluyendo rA, rC, rG, o rU;

mXq son nucledsidos con 2'-O-metilo incluyendo 2'-O-metil-rA, 2'-O-metil-rC, 2'-O-metil-rG, y 2'-O-metil-rU;
S es la hebra efectora del duplex de ARNip;

y AS es la hebra antisentido del duplex de ARNip.

Cada hebra (S y AS) del duplex es sintetizada quimicamente por separado utilizando los procedimientos descritos
en la Patente de los Estados Unidos Num. 6.008.400; la Patente de los Estados Unidos Num. 6.111.086; la Patente
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de los Estados Unidos NUm. 6.590.093; Scaringe (2000) Methods in Enzymology 317:3-18; Scaringe (2001) Methods
23(3): 206-217. En pocas palabras, los procedimientos que utilizan un soporte de poliestireno soélido al que se ha
fijado covalentemente el nucledsido mas 3' (X21 0 Y21). A continuacion se afiaden secuencialmente los nucleésidos
de una manera especifica de la secuencia (3' a 5') a las especies unidas al soporte utilizando ciclos repetitivos. Por
lo tanto, el primer ciclo afiade Xz @ X21 0 Y20 a Y21 y el segundo ciclo afiade Xig a X20X21 0 Y19 @ Y20Y21, y asi
sucesivamente. Cada ciclo consiste en cuatro etapas: desproteccion del grupo 5'-hidroxilo de la especie unida al
soporte; acoplamiento de un derivado reactivo del nucleésido entrante al grupo 5'-hidroxilo de la especie unida al
soporte; proteccion terminal de los grupos 5'-hidroxilo que no han reaccionado; y oxidacion de la conexion
internucleotidica. Para X4 (0 = 3 a 20) 0 Yq (q = 1 a 20) = un ribonucledsido, el derivado reactivo es una 5'-silil-2'-
ortoéster-3'-fosforamidita, en particular, una 5'-O-benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)silil-2'-O-bis(2-acetoxietil)ortoformil-3'-
O-(N,N-diisopropil)metilfosforamidita (Figura 15).

Los duplex de Férmula General | tienen 2'-O-metilnucledsidos en las posiciones 1y 2 (mXq, g = 1 y 2) de la hebra
efectora. Estos nucledsidos modificados se incorporan a S utilizando las 5'-silil-2'-O-metil-3'-fosforamiditas de
secuencia apropiada, en particular, 5'-O-benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)-silil-2'-O-metil-3'-O-(N,N-diisopropil)
metilfosforamiditas (Figura 16), y el mismo ciclo de reaccion utilizado para la incorporacién de ribonucledsidos
descrito anteriormente.

Los duplex de Férmula General | tienen un radical fosfato en el extremo 5' de la hebra antisentido. Este grupo fosfato
se introduce quimicamente utilizando N,N-diisopropilamino-bis(2-cianoetil)fosforamidita (Figura 17) y el mismo ciclo
de reaccion utilizado para la incorporacién de ribonucledsidos descrito anteriormente.

Después del ensamblaje de la hebra, el oligonucledtido totalmente protegido se trata con trihidrato de 2-carbamoil-2-
cianoetileno-1,1-ditiolato disddico para eliminar los grupos metilo de las conexiones fosfato internucleotidicas. El
oligonucledtido se escinde a continuacion del soporte y los grupos protectores de bases y los grupos 2-cianoetilo en
el 5'-fosfato se eliminan mediante tratamiento con solucidn acuosa de N-metilamina, primero a temperatura ambiente
y después a 55°C, seguido de secado a vacio. En este punto, el oligonucleétido bruto se analiza para determinar la
calidad mediante HPLC de intercambio iénico y/o espectrometria de masas MALDI-TOF, y se purifica en gel, si es
necesario. El oligonucledtido se disuelve a continuacion en agua o tampon libres de ARNasa y se cuantifica
mediante espectroscopia ultravioleta.

Con el fin de formar el ARNip duplex de las hebras complementarias de los componentes, se mezclan cantidades
iguales de la hebra efectora y la hebra antisentido. Puesto que los oligonuclettidos conservan la proteccion 2'-
ortoéster en este punto, estos se tratan con acido suave a 55°C, cuyo tratamiento elimina estos grupos protectores.
Las hebras desprotegidas son recocidas para formar el duplex al permitir que la soluciéon de desproteccion se enfrie
lentamente a temperatura ambiente. Por Ultimo, se eliminan las sales del duplex precipitdndolo con etanol, y el
duplex purificado se disuelve en agua libre de ARNasa y se cuantifica mediante espectroscopia ultravioleta. La
calidad del proceso de formacion de diplex se evalu6 mediante electroforesis en gel nativo.

Sintesis del duplex de ARNip de Férmula General Il

Férmula General Il

S 5> HO-mX ;m¥Xo X3 Xy XXX X s XoX 10K 11X 12K 13X 14X 15X 6K 17X 18X 19K 20K -OH <3°
AS 3> HO-Yy YooY 1o Y18 Y 17Y 1Y 15V 14 Y 13 Y 12 Y1, Vo Yo Y Yo XYY YsmY,mY;-PO, <5°

donde

Xq € Yq son ribonucledsidos incluyendo rA, rC, rG, o rU;
mXq Y mYq son 2'-O-metilnucledsidos incluyendo 2'-O-metil-rA, 2'-O-metil-rC, 2'-O-metil-rG, y 2'-O-metil-rU;
S es la hebra efectora del diplex de ARNip;

y
AS es la hebra antisentido del diplex de ARNip.

Cada hebra (S y AS) del duplex es sintetizada quimicamente por separado utilizando los procedimientos descritos
en la Patente de los Estados Unidos Num. 6.008.400; la Patente de los Estados Unidos Nim. 6.111.086; la Patente
de los Estados Unidos Nim. 6.590.093; Scaringe (2000) Methods in Enzymology 317:3-18; Scaringe (2001) Methods
23 (3) :206-217. En pocas palabras, los procedimientos utilizan un soporte de poliestireno sélido al que se fija
covalentemente el nucledsidos mas 3' (X21 0 Y21). A continuacion se afiaden secuencialmente nucleésidos de una
manera especifica de la secuencia (3' a 5') a las especies unidas al soporte utilizando ciclos repetitivos. Por lo tanto,
el primer ciclo afade Xz a X21 0 Y20 a Y21; €l segundo ciclo afiade Xi9 a X20X21 0 Y19 @ Y20Y21; y asi sucesivamente.
Cada ciclo consiste en cuatro etapas: desproteccion del grupo 5'-hidroxilo de la especie unida al soporte;
acoplamiento de un derivado reactivo del nucleésido entrante al grupo 5'-hidroxilo de la especie unida al soporte;
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proteccion terminal de los grupos 5'-hidroxilo que no han reaccionado; y oxidacion de la conexién internucleotidica.
Para Xq (Q = 3 a 20) 0 Yq (q = 3 a 20) = un ribonucledsido, el derivado reactivo es una 5'-silil-2'-ortoéster-3'-
fosforamidita, en particular, una 5'-O-benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)silil-2'-O-bis(2-acetoxietil)ortoformil-3'-O-(N,N-
diisopropil)metilfosforamidita (Figura 15).

Los duplex de Férmula General Il tienen 2'-O-metilnucledsidos en las posiciones 1y 2 (mXq, g = 1y 2) de la hebra
efectora y en las posiciones 1y 2 (mXq, q = 1 y 2) de la hebra antisentido. Estos nucledsidos modificados se
incorporan a S y AS utilizando las 5'-silil-2'-O-metil-3'-fosforamiditas de secuencia apropiada, en particular, 5'-O-
benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)-silil-2'-O-metil-3'-O-(N,N-diisopropil)metilfosforamiditas (Figura 16), y el mismo ciclo de
reaccion utilizado para la incorporacion de ribonucleésidos descrito anteriormente.

Los duplex de Férmula General Il tienen un radical fosfato en el extremo 5' de la hebra antisentido. Este grupo
fosfato se introduce quimicamente utilizando N,N-diisopropilamino-bis(2-cianoetil)fosforamidita (Figura 17) y el
mismo ciclo de reaccion utilizado para la incorporacion de ribonucleésidos descrito anteriormente.

Después del ensamblaje de la hebra, el oligonucleétido totalmente protegido se trata con trihidrato de 2-carbamoil-2-
cianoetileno-1,1-ditiolato disddico para eliminar los grupos metilo de las conexiones fosfato internucleotidicas. El
oligonucledtido se escinde a continuacion del soporte y los grupos protectores de bases y los grupos 2-cianoetilo en
el 5'-fosfato se eliminan mediante tratamiento con solucidn acuosa de N-metilamina, primero a temperatura ambiente
y después a 55°C, seguido de secado a vacio. En este punto, el oligonucledtido bruto se analiza para determinar la
calidad mediante HPLC de intercambio iénico y/o espectrometria de masas MALDI-TOF, y se purifica en gel, si es
necesario. El oligonucledtido se disuelve a continuacion en agua o tampon libres de ARNasa y se cuantifica
mediante espectroscopia ultravioleta.

Con el fin de formar el ARNip duplex de las hebras complementarias de los componentes, se mezclan cantidades
iguales de la hebra efectora y la hebra antisentido. Puesto que los oligonuclettidos conservan la proteccion 2'-
ortoéster en este punto, estos se tratan con acido suave a 55°C, cuyo tratamiento elimina estos grupos protectores.
Las hebras desprotegidas son recocidas para formar el duplex al permitir que la solucién de desproteccion se enfrie
lentamente a temperatura ambiente. Por Ultimo, se eliminan las sales del duplex precipitdndolo con etanol, y el
duplex purificado se disuelve en agua libre de ARNasa y se cuantifica mediante espectroscopia ultravioleta. La
calidad del proceso de formacion de diplex se evalu6 mediante electroforesis en gel nativo.

Sintesis del duplex de ARNip de Férmula General 111

Férmula General Il

5 5> HO-mX mXX3 X X s Xs X7 X3 XX 10X 11 X 12X 3K 14X15X 16X 17X 18X 19K20X5,-OH <37
AS 3> HO-You YooY 1o Y1s Y 19 Y16 Y s Y14 Y s Y 12 YV Y0 Yo Vs Yo X Ys Y YamY, Y -PO, <57
donde

Xq € Yq son ribonucleosidos incluyendo rA, rC, rG, o rU;
mXq Yy mYq son 2'-O-metilnucledsidos incluyendo 2'-O-metil-rA, 2'-O-metil-rC, 2'-O-metil-rG, y 2'-O-metil-rU;
S es la hebra efectora del diplex de ARNip;

y
AS es la hebra antisentido del diplex de ARNip.

Cada hebra (S y AS) del duplex es sintetizada quimicamente por separado utilizando los procedimientos descritos
en la Patente de los Estados Unidos Num. 6.008.400; la Patente de los Estados Unidos Nim. 6.111.086; la Patente
de los Estados Unidos NUm. 6.590.093; Scaringe (2000) Methods in Enzymology 317:3-18; Scaringe (2001) Methods
23 (3):206-217. En pocas palabras, los procedimientos utilizan un soporte de poliestireno solido al que se fija
covalentemente el nucledsidos mas 3' (X21 0 Y21). A continuacion se afiaden secuencialmente nucledsidos de una
manera especifica de la secuencia (3' a 5') a las especies unidas al soporte utilizando ciclos repetitivos. Por lo tanto,
el primer ciclo afade X2 a X21 0 Y20 a Y21; el segundo ciclo afiade Xi9 a X20X21 0 Y19 @ Y20Y21; y asi sucesivamente.
Cada ciclo consiste en cuatro etapas: desproteccion del grupo 5'-hidroxilo de la especie unida al soporte;
acoplamiento de un derivado reactivo del nucledsido entrante al grupo 5-hidroxilo de la especie unida al soporte;
proteccion terminal de los grupos 5'-hidroxilo que no han reaccionado; y oxidacion de la conexion internucleotidica.
Para Xq (g =3 a20) o Yq (q =10 3 a 20) = un ribonucledsido, el derivado reactivo es una 5'-silil-2'-ortoéster-3'-
fosforamidita, en particular, una 5'-O-benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)silil-2'-O-bis(2-acetoxietil)ortoformil-3'-O-(N,N-
diisopropil)metilfosforamidita (Figura 15).

Los duplex de Férmula General lll tienen 2'-O-metilnucledsidos en las posiciones 1y 2 (mXy, g = 1y 2) de la hebra
efectora y en las posiciones 1y 2 (mXq, q = 1 y 2) de la hebra antisentido. Estos nucledsidos modificados se
incorporan a S y AS utilizando las 5'-silil-2'-O-metil-3'-fosforamiditas de secuencia apropiada, en particular, 5'-O-
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benzhidroxi-bis(trimetilsililoxi)-silil-2'-O-metil-3'-O-(N,N-diisopropil)metilfosforamiditas (Figura 16), y el mismo ciclo de
reaccion utilizado para la incorporacion de ribonucleésidos descrito anteriormente.

Los duplex de Férmula General Ill tienen un radical fosfato en el extremo 5' de la hebra antisentido. Este grupo
fosfato se introduce quimicamente utilizando N,N-diisopropilamino-bis(2-cianoetil)fosforamidita (Figura 17) y el
mismo ciclo de reaccion utilizado para la incorporacién de ribonucleésidos descrito anteriormente.

Después del ensamblaje de la hebra, el oligonucleoétido totalmente protegido se trata con trihidrato de 2-carbamoil-2-
cianoetileno-1,1-ditiolato disodico para eliminar los grupos metilo de las conexiones fosfato internucleotidicas. El
oligonucleétido se escinde a continuacion del soporte y los grupos protectores de bases y los grupos 2-cianoetilo en
el 5'-fosfato se eliminan mediante tratamiento con solucién acuosa de N-metilamina, primero a temperatura ambiente
y después a 55°C, seguido de secado a vacio. En este punto, el oligonucleétido bruto se analiza para determinar la
calidad mediante HPLC de intercambio iénico y/o espectrometria de masas MALDI-TOF, y se purifica en gel, si es
necesario. El oligonucledtido se disuelve a continuacion en agua o tampoén libres de ARNasa y se cuantifica
mediante espectroscopia ultravioleta.

Con el fin de formar el ARNip duplex de las hebras complementarias de los componentes, se mezclan cantidades
iguales de la hebra efectora y la hebra antisentido. Puesto que los oligonuclettidos conservan la proteccion 2'-
ortoéster en este punto, estos se tratan con acido suave a 55°C, cuyo tratamiento elimina estos grupos protectores.
Las hebras desprotegidas son recocidas para formar el duplex al permitir que la solucién de desproteccion se enfrie
lentamente a temperatura ambiente. Por ultimo, se eliminan las sales del duplex precipitdndolo con etanol, y el
duplex purificado se disuelve en agua libre de ARNasa y se cuantifica mediante espectroscopia ultravioleta. La
calidad del proceso de formacion de diplex se evalu6 mediante electroforesis en gel nativo.

Transfeccién

Los duplex de ARNip se recocieron utilizando tampén convencional (HEPES 50 milimolar de pH 7,5, KCI 100 mili
molar, MgCl> 1 mM). Las transfecciones se realizan de acuerdo con el protocolo convencional descrito mas abajo.

Protocolo de transfeccion convencional para placas de 96 pocillos y 6 pocillos: ARNip

1. Los protocolos para 293 y Calu6, HeLa, MDA 75 son idénticos.

2. Las células se cultivan en placa para que sean confluentes en 95% el dia de la transfeccion.

3. Se afiade SuperRNAsin (Ambion) a la mezcla de transfeccion para la proteccion contra las ARNasas.

4. Todas las disoluciones y las manipulaciones se tienen que llevar a cabo en condiciones libres de ARNasa.

Placa 1 0,5 -1 ml en 25 ml of medio en un matraz pequefio o 1 ml en 50 ml en un matraz grande.
Placa de 96 pocillos

1. Anadir 3 ml de tripsina-EDTA al 0,05% en un matraz medio (6 en un matraz grande) incubar 5 min a 37
grados C.

2. Anadir 7 ml (14 ml en el grande) de medio regular y pipetear 10 veces arriba y abajo para resuspender las
células.

3. Tomar 25 microlitros de la suspension celular de la etapa 2 y 75 microlitros de colorante azul de tripan (1:4) y
colocar 10 microlitros en un contador celular.

4. Contar el niUmero de células en un hemocitometro convencional.

5. El nimero medio de células x 4 x 10000 es el nimero de células por ml.

6. Diluir con medio regular para tener 350.000/ml.

7. Cultivar en placa 100 microlitros (35.000 células para HEK293) en una placa de 96 pocillos.

Transfeccion para placas de 2 x 96 pocillos (formato de 60 pocillos)

1. OPTI-MEM 2 ml + 80 microlitros de Lipofectamine 2000 (1:25) + 15 microlitros de SuperRNAsin (AMBION).

2. Transferir alicuotas de ARNip (0,8 microlitros de 100 micromolar para escrutar (el factor de dilucidn total es
1:750, 0,8 microlitros de 100 disolucién micromolar produciran 100 nanomolar final) la fuente honda en un orden
deseado (usualmente 3 columnas x 6 para el formato de 60 pocillos o cuatro columnas por 8 para 96 pocillos).
3. Transferir 100 microlitros de OPTI-MEM.

4. Transferir 100 microlitros de OPTI-MEM con Lipofectamine 2000 y SuperRNAsin a cada pocillo.

5. Dejar durante 20-30 min a RT.

6. Anadir 0,55 ml de medio regular a cada pocillo. Cubrir la placa con pelicula plastica y mezclar.

7. Disponer en matrices 100 x 3 x 2 directamente las células (suficiente para dos placas).
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Transfeccion para placas de 2 x 6 pocillos

8. 8 ml de OPTI-MEM + 160 microlitros Lipofectamine 2000 (1:25). 30 microlitros de SuperRNAsin (AMBION).

9. Transferir alicuotas de ARNip (el factor de dilucion total es 1:750, 5 microlitros de disolucién 100 micromolar
produciran 100 nanomolar final) a tubos de poliestireno.

10. Transfer 1.300 microlitros de OPTI-MEM con Lipofectamine 2000 y SuperRNAsin (AMBION).

11. Dejar durante 20-30 min a RT.

12. Afadir 0,55 ml de medio regular a cada pocillo. Cubrir la placa con pelicula plastica y mezclar.

13. Transferir 2 ml a cada pocillo (suficiente para dos pocillos).

Los niveles de ARNm o proteina se miden 24, 48, 72, y 96 horas después de la transfeccion con kits convencionales
o conjuntos de Custom B-DNA vy kits Quantigene (Bayer).

Ejemplo 5
Medicion de la actividad/deteccion

El nivel de interferencia de ARN inducida por ARNip, o silenciamiento génico, se estimé analizando la reduccion de
los niveles de ARNm diana o la reduccién de los niveles de proteina correspondientes. Los analisis de los niveles de
ARNmM se llevaron a cabo utilizando tecnologia B-DNA™ (Quantagene Corp.). Los niveles de proteina para fLUC y
rLUC se analizaron mediante kits STEADY GLO™ (Promega Corp.). Los niveles de fosfatasa alcalina humana se
analizaron mediante Great EscAPe SEAP Fluorescence Detection Kits (NUm. K2043-1), BD Biosciences, Clontech.

Para el andlisis de micromatrices: se transfectaron células HelLa en placas de 6 pocillos utilizando Oligofectamine
(Invitrogen) y las dosis indicadas de duplex de ARNip. Cuando no se especifico, la concentracion de ARNip fue 100
nM. Se aisl6 el ARN 24 horas después de la transfeccion. El ARN de las células transfectadas con ARNip se hibrido
contra el ARN de células transfectadas de manera simulada (tratadas con reactivo de transfeccidon en ausencia de
duplex de ARN). El ARN total se purific6 mediante el kit Qiagen RNeasy, y se proceso para la hibridacion de
micromatrices que contenian oligonucle6tidos correspondientes a aproximadamente 21.000 genes humanos. Se
realizaron hibridaciones proporcionales con una marca fluorescente inversa para eliminar el sesgo del colorante. Las
micromatrices se adquirieron de Agilent Technologies o se sintetizaron como describen Hughes, TR, et al. (2001)
Expression profiling using microarrays fabricated by an ink-jet oligonucleotide synthesizer. Nat. Biotech. 19: 342-347.
Cada fila representa el patron de expresion resultante de la transfeccion de un ARNip individual. Los datos de las
micromatrices se presentan en las Figuras 7-11. Los datos mostrados son genes firma que muestran una diferencia
en el nivel de expresiéon (valor de p < 0,01 y logio intensidad > -1,5) con respecto a las células transfectadas
simuladamente. No se colocaron cortes sobre el cambio en la multiplicidad de expresion. El color verde indica una
disminucion de expresion; el color rojo indica un aumento de expresion. Los datos se analizaron mediante el soporte
l6gico Rosetta Resolver™. El histograma en la parte superior de los diagramas de racimo refleja la similitud de los
cambios de expresién génica entre los diferentes genes analizados en el experimento.

Ejemplo 6
Identificacion de las modificaciones quimicas que modifican la actividad de silenciamiento

Uso de la quimica 2'-O-ACE como una plataforma para la sintesis de ARN, un paseo de modificacidon que consiste
en uno, dos, o tres nucledtidos modificados consecutivamente en las hebras efectora (S) y antisentido (AS) hebras
se realiz6 en SEAP-2217, un ARNip dirigido contra la fosfatasa alcalina secretada humana (SEAP, SEAP-2217-
hebra efectora 5-GUGAUGUAUGUCAGAGAGUdTdT-3' (SEQ ID NO. 22). Posteriormente, la eficacia del
silenciamiento de estos ARNips modificados se evalué mediante la cotransfeccion de cada diplex con un vector de
expresion de SEAP (Clontech) en células HEK293 (ARNip 100 nM, 50 ng/pocillo de vector de expresion SEAP,
Lipofectamine 2000) y analizando la disminucion de la actividad de la proteina diana veinticuatro horas después de
la transfeccion. La Figura 5 muestra la proporcion entre la modificacion y la funcion de ARNip SEAP-2217 2'-O-
metilado. Los duplex no modificados dirigidos a SEAP inducen > 90% de silenciamiento del gen SEAP.
Modificaciones de una sola base de ambas hebras S y SA indujeron poco o nada de efecto en la actividad del
ARNIip, lo que sugiere que ningun grupo 2'-hidroxilo individual en cualquiera de las hebras desempefia un papel
indispensable en el ARNi especifico de la diana. En contraste, un paseo de modificaciones, elemento por elemento,
dobles identificé varias posiciones clave en las que la introduccién de bases modificadas interfirié significativamente
en la actividad de silenciamiento. Se observd la interferencia mas profunda en la funciéon cuando se modificaron dos
bases consecutivas (posiciones 1y 2) o tres bases consecutivas (posiciones 1, 2 y 3) del extremo 5' de la hebra AS,
dando indicios de este modo de un efecto cooperativo entre grupos modificados adyacentes. Puesto que
modificaciones similares de la hebra S fallaron para alterar la funcionalidad del duplex, las bases modificadas con 2'-
O-metilo emparejadas permiten una distincion de las hebras S y AS vy la identificacion de las posiciones clave para
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reducir la expresion de la diana. Por otra parte, estos experimentos identifican posiciones dentro del diplex que
juegan un papel clave en el silenciamiento la diana (y, posiblemente, de dianas inespecificas).

Ejemplo 7

Analisis adicional de los efectos de las combinaciones de diferentes modificaciones quimicas en el silenciamiento
génico inducido por ARNip

Para someter a ensayo los efectos de las modificaciones con 2'-O-metilo en la funcionalidad de diplex en diversas
combinaciones, se sintetizaron una serie de ARNip dirigidos contra el gen de la luciferasa (luc 8, 18, 56, 58, 63, y 81)
utilizando quimica 2'-O-ACE y se modificaron para que contuvieran grupos O-metilo en la posicion 2' del anillo de
ribosa.

Luc 8 5-GAAAAAUCAGAGAGAUCCU-3' (SEQ ID NO. 23)

Luc 18 5-UACCGGAAAACUCGACGCA-3' (SEQ ID NO. 24)

Luc 56 5-ACGUCGCCAGUCAAGUAAC-3' (SEQ ID NO. 25)

Luc 58 5'-GAUUACGUCGCCAGUCAAG-3' (SEQ ID NO. 26)

Luc 63 5'-AGAGAUCGUGGAUUACGUC-3' (SEQ ID NO. 27)

Luc 81 5'-UGUUGUUUUGGAGCACGGA-3' (SEQ ID NO. 28)

(Las secuencias mencionadas anteriormente son la hebra efectora.)

Especificamente, se cotransfectaron ARNip que contenian modificaciones con 2'-O-metilo en los dos nucle6tidos
maés 5' de (1) la hebra efectora, (2) la hebra antisentido, o (3) ambas hebras, junto con un plasmido de expresién de
Luc (pCMVLuc, 50 ng/pocillo) en células HEK293. Posteriormente, se realizd una comparacién elemento por
elemento de la capacidad de silenciamiento de cada duplex para determinar los efectos de esta modificacién sobre
la degradacion del transcrito diana.

Los resultados de estos estudios mostraron que la adicidon de los grupos 2'-O-metilo solo a la hebra AS disminuyo
drasticamente la capacidad de los duplex para silenciar el ARNm diana (véase la Figura 6). En contraste, los duplex
gue llevan esta modificacion en la hebra efectora realizaron también (Luc 58, 63, 81) o mejor (Luc 56, 8, 18) que el
equivalente, el ARNip sin modificar, lo que sugiere que la modificaciéon de la hebra efectora inclind la seleccién de la
hebra por RISC y (en algunos casos) aumentd la concentracion eficaz de la hebra antisentido. El silenciamiento
mejorado podria ser el resultado de una disminucion en la afinidad de uniéon de RISC al extremo efector 5' de la
molécula (y por lo tanto un aumento en la disponibilidad de RISC libre para la asociacion al extremo opuesto), la
disminucion de la capacidad de las quinasas nativas para fosforilar la hebra efectora (disminuyendo asi la
competencia entre la hebra efectora y antisentido para el acceso a RISC), o un descenso de la capacidad de RISC
para desenredar el duplex desde el extremo efector 5'. El ARNip que contenia modificaciones con 2'-O-metilo en
ambas hebras mostré una disminucion de las capacidades de silenciamiento que estaban entre los valores
observados para las moléculas que contenian modificaciones en cualquier hebra individual. Una interpretacion de
estos resultados es que las modificaciones con 2'-O-metilo reducen la afinidad de unién que tiene RISC por la hebra
modificada. En los casos en los que se modifican las dos hebras, ninguna hebra recibe una ventaja sobre su
complemento, y se establece un nuevo equilibrio que representa un promedio de la funcionalidad de ambas
moléculas modificadas.

Para someter a ensayo si la disminucion del nivel de silenciamiento observado en las células que contienen ARNip
S/AS 2'-O-metilado fue el resultado de una capacidad debilitada de las quinasas celulares para fosforilar los daplex,
los ARNip que llevan las modificaciones con 2'-O-metilo se modificaron para portar un grupo fosfato en el extremo 5'
de la hebra AS. Especificamente, los ARNip de Luc que portan grupos 2'-O-metilo en cualquiera de: (1) las
posiciones 1y 2 del extremo 5' de la hebra antisentido; o (2) las posiciones 1y 2 del extremo 5' de ambas hebras
efectora y antisentido, se fosforilaron en 5' en la hebra AS durante la sintesis. Estos duplex se introdujeron a
continuacion en células HEK293 utilizando los procedimientos descritos anteriormente y se sometieron a ensayo
para determinar la capacidad de silenciar el objetivo deseado. Los resultados mostraron que en 83% de los casos
sometidos a ensayo (10/12), la fosforilacion en 5' de la hebra antisentido mejord la eficacia del silenciamiento del
duplex sobre la molécula no fosforilada equivalente (Figura 6). En los dos casos restantes, el silenciamiento se
mantuvo sin cambios 0 mejoré solo marginalmente. Estos resultados demuestran que la combinacion de la
fosforilacion en 5' de la hebra antisentido y la 2'O-metilacion de las posiciones 1 y 2 de la hebras efectora y
antisentido son compatibles con el mantenimiento de la funcionalidad de diplex. Por otra parte, puesto que las
modificaciones con 2'-O-metilo duales de las posiciones 1 y 2 de una hebra (en ausencia de fosforilacion 5' de la
posicion terminal) compromete severamente la capacidad de silenciamiento de la hebra no fosforilada, este patron
de modificacion (modificacion con 2'-O-metilo de las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora, modificacion con 2'-O-
metilo de las posiciones 1y 2 de la hebra antisentido, mas la fosforilacion en 5' de la hebra antisentido) identifica una
estrategia para la eliminacion de las dianas inespecificas de la hebra efectora sin comprometer la reduccion de la
expresion de la diana inespecifica. Por otra parte, el efecto potencial de la 2'-O-metilacién sobre otras etapas llevé a
los autores a considerar que la posibilidad de que dichas modificaciones también pudieran alterar la capacidad de
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RISC para distinguir entre las dianas previstas que tienen 100% de homologia con la hebra antisentido y las dianas
inespecificas que tienen cantidades menores de homologia.

Ejemplo 8

Identificacion de patrones de modificacion quimica que eliminan, minimizan o alteran los efectos inespecificos
generados por el ARNip

Para determinar si el ARNip que contenia el patrén de modificaciéon (modificacion con 2'-O-metilo de las posiciones 1
y 2 de la hebra efectora, modificacién con 2'-O-metilo de las posiciones 1 y 2 de la hebra antisentido, mas la
fosforilacion en 5' de la hebra antisentido) tenia los mismos efectos sobre la diana inespecifica o efectos alterados,
se transfectaron ARNip dirigidos a IGFR1 (IGFR1-73) a células en estados no modificado y modificado. Como se
muestra en la Figura 7, si bien la versibn no modificada del ARNip indujo una modulaciéon génica inespecifica
significativa, la forma modificada regulé a la baja un subconjunto mucho mas limitado. Estos hallazgos fueron
observados constantemente a través de una amplia gama de ARNip sometidos a ensayo (Véase la Figura 8 para el
mapa de calor de MAPK14-153 y MPHOSH1-202, y la Figura 9 para la suma de los resultados en 8 ARNip diferentes
dirigidos a 4 genes). En todos estos casos, el silenciamiento por la molécula totalmente modificado fue mas o menos
equivalente a la molécula no modificada.

Para determinar si el nUmero o la posicion de las modificaciones con 2'-O-metilo eran importantes para el aumento
de especificidad observado, los autores de la presente invencion realizaron un paseo de modificaciones quimicas a
través de MAPK14-153. Todos los dlplex en estos estudios con la excepcion del duplex D (daplex sin modificar) y el
duplex F (modificado con 2'-O-metilo en las posiciones 1y 2 de la hebra antisentido, sin modificacion en la hebra
antisentido) contienen modificaciones con 2'-O-metilo emparejadas en las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora.
Ademas, todos los duplex en este estudio (D — R) contienen un grupo fosfato en el extremo 5' de la hebra AS.
Ademas, la hebra complementaria en las configuraciones restantes (E, G — Q) contiene las siguientes
modificaciones:

E: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 1y 2 de la hebra AS

G: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 2 y 3 de la hebra AS

H: modificacién con 2'0-metilo de las posiciones 3y 4 de la hebra AS

I: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 4 y 5 de la hebra AS

J: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 5y 6 de la hebra AS

K: modificacion con 2'0O-metilo de las posiciones 6 y 7 de la hebra AS

L: modificacion con 2'0-metilo de las posiciones 7 y 8 de la hebra AS

M: modificacion con 2'O-metilo de las posiciones 8 y 9 de la hebra AS

N: modificacién con 2'0-metilo de las posiciones 9y 10 de la hebra AS

O: modificacion con 2'0-metilo de las posiciones 10y 11 de la hebra AS

P: modificacion con 2'O-metilo de la posicidonl de la hebra AS

Q: modificacion con 2'0O-metilo de la posicion2 de la hebra AS

Como se muestra en la Figura 10a, Unicamente tres patrones de modificacion, E, G, y Q mostraron reducciones
significativas de los efectos inespecificos. Puesto que el elemento comin entre estas tres moléculas es la
modificacién en la posicion 2 de la hebra antisentido, esta posicion se identifica como un elemento clave para la
eliminacion de las dianas inespecificas.

Para confirmar este descubrimiento, se disefiaron tres ARNips adicionales dirigidos a MAPK14, KNTC2, y STK6 para
que contuvieran: (1) las modificaciones en las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora; (2) las modificaciones en las
posiciones 1 y 2 de la hebra efectora mas las modificaciones en la posicion 1 de la hebra antisentido; (3) las
modificaciones en las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora mas las modificaciones en la posicién 2 de la hebra
antisentido; (4) las modificaciones en las posiciones 1 y 2 de la hebra efectora plus las modificaciones en las
posiciones 1 y 2 de la hebra antisentido. Los efectos inespecificos generados por estas moléculas se compararon
con el ARNip no modificado. En todos los casos estudiados, la hebra antisentido también contiene un grupo fosfato
en el carbono 5' del nucleétido 5'-terminal. Los ARNip dirigidos a MAPK14, KNTC2, y STK6 (MAPK14, 5' 193
CCUACAGAGAACUGCGGUU-3' (SEQ. ID NO. 29), secuencia efectora; KNTC2, 5 GGCUUCCUUACAAGGAGAU-
3' (SEQ. ID NO. 30), secuencia efectora; y STK6, 5 CGGGUCUUGUGUCCUUCAA-3' (SEQ. ID NO. 31), secuencia
efectora) muestran todos niveles significativos de efectos inespecificos cuando no estdn modificados (Figura 10b).
En contraste, la adicion del siguiente patron de modificacion: modificacion con 2'-O-metilo de los nucle6tidos
efectores 1 y 2, mas modificaciéon con 2'-O-metilo de nucleétidos antisentido 1 y 2 (o de 2), mas fosforilacion del
carbono 5' del primer nucledtido antisentido, fue suficiente para eliminar la mayoria de los efectos inespecificos.
Estos estudios demuestran la importancia fundamental de la posicion 2 para limitar los efectos inespecificos y la
capacidad del patron de modificacién quimica descrito en la realizacién 1 para reducir y/o eliminar estos efectos.
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Ejemplo 9

Evaluacion de los emparejamientos erréneos de bases para eliminar los efectos inespecificos: Una comparacién con
el ARNip modificado quimicamente

Pare explorar adicionalmente la importancia de la posicién 2 en los efectos inespecificos, se incorporaron
emparejamientos erroneos de bases en el ARNip dirigido al gen MAPK14. Los duplex que portan un solo
emparejamiento erréneo de pares de bases (entre la hebra antisentido y el sitio diana de la diana) se compararon a
continuacién con el ARNip que portaba modificaciones quimicas emparejadas (modificacion con 2'-O-metilo) en
posiciones a lo largo de la molécula (esto es, posiciones 1y 2, 2y 3, 3y 4, etc... de la hebra antisentido). Los
resultados de estos experimentos se proporcionan en la Figura 11 y demuestran varios puntos importantes. En
primer lugar, como se ha observado previamente, la modificacion quimica de las posiciones 1 y 2 tiene el mayor
efecto en la eliminacién de la firma inespecifica, mientras que las modificaciones con 2'-O-metilo emparejadas en
otras posiciones proporcionaron cantidades menores de silenciamiento inespecifico. Sorprendentemente, la
introduccion de emparejamientos erréneos de pares de bases en varias posiciones a lo largo del diplex proporcion6
resultados variables, dependiendo de la posicion del emparejamiento. Un emparejamiento en la posicion 1 fracaso
para eliminar la firma inespecifica de la molécula no modificada y condujo a una regulacion a la baja adicional/mas
aumentada de algunos de los genes. La introduccion de emparejamientos erréneos de pares de bases en las
posiciones 2-7 elimind una porcién sustancial de la firma generada por los duplex no modificados, pero condujo
frecuentemente a patrones de expresion alterados de otros genes distintos del gen diana. Para MAPK14-153, esto
fue particularmente evidente cuando los emparejamientos erréneos se introdujeron en la posicién 4 de la hebra
antisentido. En conjunto, estos estudios demuestran que si bien tanto los emparejamientos errbneos de pares de
bases y el patron de modificaciones quimicas de la reivindicacién 1 pueden alterar los efectos inespecificos del
ARNIp, los patrones de modificaciones quimicas son superiores debido al hecho de que una firma secundaria no
remplaza el patrén observado en las moléculas no modificadas.

Ejemplo 10
Demostracion de que los efectos inespecificos del ARNip generan fenotipos observables: ARNip téxico

La importancia de la presente invencion se hizo evidente cuando se reconocio que los efectos inespecificos pueden
inducir fenotipos que no eran asociados a la reduccién de la expresion de la diana. Este fendmeno resulto evidente
en un estudio de inespecificidad y toxicidad celular inducidas por ARNip. Se evalu6é una poblacion de ARNip
seleccionados al azar derivados de un paseo con ARNip dirigido a DBI (NM_020548, posicion 202-291) para
determinar la capacidad de inducir toxicidad. La coleccion de ARNip dirigidos consistié en 90 duplex individuales (19
nt) y cubrid la region respectiva en etapas de una sola base. Los duplex se transfectaron a células HelLa (10.00
células por pocillo, ARNip 10nM) utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y se utilizé un umbral de viabilidad
celular de 75% como corte arbitrario para distinguir las secuencias toxicas de las no téxicas. La supervivencia de las
células después del tratamiento se determind mediante un analisis de citotoxicidad con Azul Alamar (BioSource Int.)
de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

Se observo que los ARNip transfectados en estas condiciones inducian niveles variables de citotoxicidad celular. En
lineas generales, se encontré que 14 de 90 duplex de ARNip (15.5%) disminuian la viabilidad celular por debajo de
75% (Figura 12a). Como ejemplo de que se podria encontrar que los ARNip tanto toxicos como no téxicos inducian
un fuerte silenciamiento de DBI, la citotoxicidad relativa de cada ARNip no se relaciond con la reduccion de la
expresion especifica de la diana.

La confirmacion independiente de la toxicidad inducida por ARNip se obtuvo a partir del analisis de una coleccion
separada de 48 ARNip funcionales (silenciamiento >70%) dirigidos a 12 genes diferentes ARAF1, NMA_001654,
MAP2K1, NM_002755, MAP2K2 , NMA_030662, PI3K-CA , NMA_006218, Pi3K-CB, NMA_006219 Bcl2,
NM_000633, Bcl3, NM_005178, MAPK1, NM_002745, MAPK3, NM_002746, AR, NM_000044, SRDb5al,
NM_001047, SRD5a2, NMA_000348, cuatro ARNip por gen, Figura 12b). Unicamente doce de las cuarenta y ocho
secuencias (25%) redujeron la viabilidad celular por debajo de 75%. Un grupo ilustrativo de duplex de esta coleccion
se muestra en la Figura 12c. Si bien los ocho duplex dirigidos a MAPK1 y MAPK2 muestran un silenciamiento génico
mayor de 80%, solo un unico ARNip de cada cuarteto reduce la viabilidad celular por debajo de 75% (MAPK1-d4 y
MAPK2-d3). De este modo, puesto que los ARNip restantes de cada grupo fueron igualmente funcionales en la
capacidad para silenciar la diana, pero no toxicos, la toxicidad inducida por MAP2K1-d4 y MAP2K2-d3 no esta
relacionada con la reduccion de la expresion de la diana. Ademas, se encontré que el nivel de toxicidad relativo era
dependiente de la concentracion del ARNip durante la transfeccién (Figura 12d). Puesto que tanto la toxicidad como
los efectos inespecificos inducidos por ARNip muestran una dependencia de la concentracién de ARNip, se
pronosticé que la toxicidad inducida por ARNip era un efecto inespecifico.
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La presentacion lineal de la distribucién del ARNip téxico junto con el paseo por DBI mostraron que la dispersion de
estas secuencias era frecuentemente no aleatoria (esto es, agrupada) y sugeria la presencia de uno o mas motivos
gue eran responsables de la toxicidad observada (Figura 12a, areas delimitadas en recuadros). El posterior analisis
de las secuencias tdxicas del conjunto de ARNip funcional aleatorio revel6 que las doce secuencias contenian un
motivo AAA/UUU o GCCA/UGGC. Para someter a ensayo si existia una correlacién entre la presencia de estos
motivos y la toxicidad, se seleccionaron tres grupos de ARNip seleccionados al azar, adicionales que contenian
motivos AAA/UUU, motivos GCCA/UGGC, o ninglin motivo, y se sometieron a ensayo para determinar la capacidad
para inducir muerte celular. Como se muestra en las Figuras 13a y 13b, el ARNip que contenia los motivos
AAA/CTUU y GCCA/UGGC mostré una probabilidad méas alta de inducir toxicidad (56% y 53%, respectivamente)
que el ARNip que no contenia motivo (Figura 13c, 6%). Puesto que el valor p de la prueba T para estas dos muestra
fue 1,3 x 10”7 estos hallazgos apoyan firmemente la nocion de que existe una fuerte correlacion entre la toxicidad
celular inducida por ARNip y la liberacion de duplex que contienen los motivos AAA/UUU o GCCA/UGGC. Las
secuencias diana para los ARNip utilizados para generar los datos de la Figura 12 y 13 se proporcionan en la Tabla
I. Las modificaciones de los ARNip correspondientes, cuanto se emplean, se indican en los ejemplos y las
descripciones de las figuras.

Tabla |

Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG. Nim. de Nombre del Gen Denominacion |Secuencia Diana del ARNip  |SEQ. ID
Acceso NO.
12A
NM_020548 DBI
1 ACGGGCAAGGCCAAGUGGG |32
2 CGGGCAAGGCCAAGUGGGA |33
3 GGGCAAGGCCAAGUGGGAU 34
4 GGCAAGGCCAAGUGGGAUG |35
5 GCAAGGCCAAGUGGGAUGC |36
6 CAAGGCCAAGUGGGAUGCC |37
7 AAGGCCAAGUGGGAUGCCU |38
8 AGGCCAAGUGGGAUGCCUG |39
9 GGCCAAGUGGGAUGCCUGG |40
10 GCCAAGUGGGAUGCCUGGA 41
11 CCAAGUGGGAUGCCUGGAA 42
12 CAAGUGGGAUGCCUGGAAU 43
13 AAGUGGGAUGCCUGGAAUG 44
14 AGUGGGAUGCCUGGAAUGA 45
15 GUGGGAUGCCUGGAAUGAG |46
16 UGGGAUGCCUGGAAUGAGC |47
17 GGGAUGCCUGGAAUGAGCU |48
18 GGAUGCCUGGAAUGAGCUG 49
19 GAUGCCUGGAAUGAGCUGA |50
20 AUGCCUGGAAUGAGCUGAA |51
21 UGCCUGGAAUGAGCUGAAA |52
22 GCCUGGAAUGAGCUGAAAG |53
23 CCUGGAAUGAGCUGAAAGG (54
24 CUGGAAUGAGCUGAAAGGG |55
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Nombre del Gen

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

37

UGGAAUGAGCUGAAAGGGA
GGAAUGAGCUGAAAGGGAC
GAAUGAGCUGAAAGGGACU
AAUGAGCUGAAAGGGACUU
AUGAGCUGAAAGGGACUUC
UGAGCUGAAAGGGACUUCC
GAGCUGAAAGGGACUUCCA
AGCUGAAAGGGACUUCCAA
GCUGAAAGGGACUUCCAAG
CUGAAAGGGACUUCCAAGG
UGAAAGGGACUUCCAAGGA
GAAAGGGACUUCCAAGGAA
AAAGGGACUUCCAAGGAAG

AAGGGACUUCCAAGGAAGA
AGGGACUUCCAAGGAAGAU
GGGACUUCCAAGGAAGAUG
GGACUUCCAAGGAAGAUGC
GACUUCCAAGGAAGAUGCC
ACUUCCAAGGAAGAUGCCA
CUUCCAAGGAAGAUGCCAU
UUCCAAGGAAGAUGCCAUG
UCCAAGGAAGAUGCCAUGA
CCAAGGAAGAUGCCAUGAA
CAAGGAAGAUGCCAUGAAA

AAGGAAGAUGCCAUGAAAG

AGGAAGAUGCCAUGAAAGC
GGAAGAUGCCAUGAAAGCU
GAAGAUGCCAUGAAAGCUU
AAGAUGCCAUGAAAGCUUA

AGAUGCCAUGAAAGCUUAC
GAUGCCAUGAAAGCUUACA
AUGCCAUGAAAGCUUACAU

UGCCAUGAAAGCUUACAUC
GCCAUGAAAGCUUACAUCA
CCAUGAAAGCUUACAUCAA

CAUGAAAGCUUACAUCAAC

AUGAAAGCUUACAUCAACA

SEQ. ID
NO.

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
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Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG.

12B

NUm. de
Acceso

NM_000633
NM_002745
NM_006219
NM_001654
NM_002755

Nombre del Gen

Bcl2
MAPK1
PI3K Cb
ARafl
MAP2K1

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

Bcl2 2

MAPK1 2

PIBK Cb 4

Rafl 2

MAP2K1 2
38

UGAAAGCUUACAUCAACAA
GAAAGCUUACAUCAACAAA
AAAGCUUACAUCAACAAAG
AAGCUUACAUCAACAAAGU
AGCUUACAUCAACAAAGUA
GCUUACAUCAACAAAGUAG
CUUACAUCAACAAAGUAGA
UUACAUCAACAAAGUAGAA
UACAUCAACAAAGUAGAAG
ACAUCAACAAAGUAGAAGA
CAUCAACAAAGUAGAAGAG
AUCAACAAAGUAGAAGAGC
UCAACAAAGUAGAAGAGCU
CAACAAAGUAGAAGAGCUA
AACAAAGUAGAAGAGCUAA
ACAAAGUAGAAGAGCUAAA
CAAAGUAGAAGAGCUAAAG
AAAGUAGAAGAGCUAAAGA
AAGUAGAAGAGCUAAAGAA
AGUAGAAGAGCUAAAGAAA
GUAGAAGAGCUAAAGAAAA
UAGAAGAGCUAAAGAAAAA
AGAAGAGCUAAAGAAAAAA
GAAGAGCUAAAGAAAAAAU
AAGAGCUAAAGAAAAAAUA
AGAGCUAAAGAAAAAAUAC
GAGCUAAAGAAAAAAUACG
AGCUAAAGAAAAAAUACGG
GCUAAAGAAAAAAUACGGG

GAAGUACAUCCAUUAUAAG
AAACAGAUCUUUACAAGCU
UUUCAAGUGUCUCCUAAUA
GCAAAGAACAUCAUCCAUA
GCAGAGAGAGCAGAUUUGA

SEQ. ID
NO.

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

122
123
124
125
126
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Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG.

NUm. de
Acceso

NMA_000044
NMA_001654
NM_006219
NM_030662
NM_030662
NM_002745
NM_002745
NM_000633
NM_000633
NM_000633
NM_000044
NM_001654
NM_000348
NM_000044
NM_002755
NM_002746
NM_002746
NM_030662
NM_000044
NM_006219
NM_005178
NM_006218
NM_005178
NM_002745
NM_005178
NM_006218
NM_002746
NM_000348
NM_006218
NM_002755
NM_006219
NM_001654
NM_001047
NM_000348
NM_002755
NM_001047
NM_006218

Nombre del Gen

AR
ARafl
PI3K Cb
MAP2K2
MAP2K2
MAPK1
MAPK1
Bcl2
Bcl2
Bcl2

AR
ARafl
SRD5A2
AR
MAP2K1
MAP3
MAPK3
MAP2K2
AR

PI3K Cb
Bcl3
PI3K Ca
Bcl3
MAPK1
Bcl3
PI3K Ca
MAPK3
SRD5A2
PI3K Ca
MAP2K1
PI3K Cb
ARafl
SRD5A1
SRD5A2
MAP2K1
SRD5A1
PI3K Ca

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

AR 3
Rafl 3
PISK Cb 2
MAP2K2 1
MAP2K2 4
MAPK1 3
MAPK1 1
Bcl2 3
Bcl2 4
Bcl2 1
AR 4
Rafl 1
SRD5A2 1
AR 2
MAP2K1 3
MAPK3 4
MAPK3 2
MAP2K2 2
AR-1
PI3K Cb-1
Bcl3 2
PI3K Ca 4
Bcl3 3
MAPK1 4
Bcl3 4
PI3K Ca 2
MAPK3 1
SRD5A2 4
PI3K Ca 3
MAP2K1 1
PISK Cb 3
Rafl 4
SRD5A1 3
SRD5A2 2
MAP2K1 4
SRD5A1 2
PI3K Ca-1
39

UCAAGGAACUCGAUCGUAU
GACAUGAAAUCCAACAAUA
UCAAGUGUCUCCUAAUAUG
CAAAGACGAUGACUUCGAA
GGAAGCUGAUCCACCUUGA
CAAGAGGAUUGAAGUAGAA
CCAAAGCUCUGGACUUAUU
GUACGACAACCGGGAGAUA
AGAUAGUGAUGAAGUACAU
GGGAGAUAGUGAUGAAGUA
GAAAUGAUUGCACUAUUGA
GCACGGAGAUGUUGCAGUA
GCUACUAUCUGAUUUACUG
CAAGGGAGGUUACACCAAA
GAGGUUCUCUGGAUCAAGU
GCUACACGCAGUUGCAGUA
AGACUGACCUGUACAAGUU
GAUCAGCAUUUGCAUGGAA
GGAACUCGAUCGUAUCAUU
CGACAAGACUGCCGAGAGA
GAGCCUUACUGCCUUUGUA
CUGAAGAAAGCAUUGACUA
GGCCGGAGGCGCUUUACUA
GUACAGGGCUCCAGAAAUU
UCGACGCAGUGGACAUUAA
AACUAGAAGUAUGUUGCUA
GACCGGAUGUUAACCUUUA
UUGGGUGUCUUCUUAUUUA
AAUGGCUUUGAAUCUUUGG
GCACAUGGAUGGAGGUUCU
GGAUUCAGUUGGAGUGAUU
CAAAGAACAUCAUCCAUAG
GAAAGCCUAUGCCACUGUU
GCUAUGCCCUGGCCACUUG
GAGCAGAUUUGAAGCAACU
UAACUGCAGCCAACUAUUU
AUGUUUACUACCAAAUGGA

SEQ. ID
NO.

127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
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Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG.

12C

12D

13A

NUm. de
Acceso

NM_030662
NM_001047
NM_002746
NM_001047
NM_005178
NM_000348

NM_002755
NM_002755
NM_002755
NM_002755

NM_030662
NM_030662
NM_030662
NM_030662

NM_030662
NM_001047
NM_001047
NM_000348

NM_005990
AY406545

NM_170679
NM_002257
NM_000942
NM_005083
NM_000942
NM_006622
NM_000942
NM_005379
NM_002620
NM_005627

Nombre del Gen

MAP2K2
SRD5A1
MAPK3
SRD5A1
Bcl3
SRD5A2

MAP2K1
MAP2K1
MAP2K1
MAP2K1

MAP2K2
MAP2K2
MAP2K2
MAP2K2

MAP2K2
SRD5A1
SRD5A1
SRD5A2

STK10
MADHG6
SKP1A
KLK1
PPIB
U2AF1L1
PPIB
SNK
PPIB
MYO1A
PF4V1
Sgkl

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

MAP2K2 3
SRD5A1-1
MAPK3 3
SRD5A1 4
Bcl3 1

SRD5A2 3

MAP2K1 1
MAP2K1 2
MAP2K1 3
MAP2K1 4

MAP2K2 1
MAP2K2 2
MAP2K2 3
MAP2K2 4

MAP2K2 3
SRD5A1 1
SRD5A1 3
SRD5A2 3

40

UCCAGGAGUUUGUCAAUAA
GCAGAUACUUGAGCCAUUG
GAAACUACCUACAGUCUCU
CCGGAAAUUUGAAGAGUAU
GAACACCGAGUGCCAAGAA
GGACAUUUGUGUACUCACU

GCACAUGGAUGGAGGUUCU
GCAGAGAGAGCAGAUUUGA
GAGGUUCUCUGGAUCAAGU
GAGCAGAUUUGAAGCAACU

CAAAGACGAUGACUUCGAA

GAUCAGCAUUUGCAUGGAA
UCCAGGAGUUUGUCAAUAA
GGAAGCUGAUCCACCUUGA

UCCAGGAGUUUGUCAAUAA
GCAGAUACUUGAGCCAUUG
CCGGAAAUUUGAAGAGUAU
GGACAUUUGUGUACUCACU

GAAACGAGAUUCCUUCAUC
CAAGAUCGGUUUUGGCAUA
CAAACAAUCUGUGACUAUU

CAACUUGUUUGACGACGAA
GAAAGGAUUUGGCUACAAA
GAGCAUGUUUACAACGUUU
GGAAAGACUGUUCCAAAAA

ACAUUUACAUUCUCUUGGA
GAAAGAGCAUCUACGGUGA
ACAAGGAGAUUUAUACCUA

AGGAACAUUUGGAGAGUUA
CAUCGUUUAUAGAGACUUA

SEQ. ID
NO.

164
165
166
167
.168
169

170
171
172
173

174
175
176
177

178
179
180
181

182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
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FIG.

13B

NUm. de
Acceso

NMA_022550
AY313906
NM_181523
NM_020183
NM_018131
NM_139025
NM_005767
NM_147199
NM_001892
NM_006930
M15077
NM_006257
NM_018131
NM_013391
BC025733
NM_005541
NM_006395
AC146999

NM_153202
NM_005508
NM_002605
NM_000455
AF493910

NM_012184
NM_001273
NM_002434

NM_004429
NM_002717
XM_110671
NM_001282
NM_001846
AF100153

NM_001136
NM_007122

ES 2426918 T3

Nombre del Gen

XRCC4
SARS SEP
PIK3R1
ARNTL2
C100RF3
ADAMTS13
P2RY5
MRGX1
CSNK1A1
SKP1A
PPYLUC
PRKCQ
C100RF3
DMGDH
FADD
INPP5D
GSA7

Human Herpes-virus
5

ADAM33
CCR4
PDEBA
STK11
RALA
FOXD4L1
CHD4
MPG

EFNB1
PPP2R2A
M11
AP2B1
COL4A2
CNK
AGER
USF1

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

41

GAAAGUAAGCAGAAUCUAU
AACCAACGGUUUACGUCUA
GAAAGACAAGAGACCAAUA
CAACAGCGAUUUUAGGAUA
GGAAACAGCUGCUCAUUCA
ACAUUUGGCUGUGAUGGUA
GAAACUACAACUUACAUGA
GAUGAUGUUUUCCUACUUU
AGAAUUUGCGAUGUACUUA
AGGUUUGCUUGAUGUUACA
CGAAAGGUCUUACCGGAAA
CAAAGAGUAUGUCGAAUCA
AAGGAAAGCUGACUGAUAA
CAUCAAAGCUGCCAUGGAA
CAGCAUUUAACGUCAUAUG
AWGCUUUUACACUUACAG
GAUCAAAGGUUUUCACUAA
CAAACCAGCGCGCUAAUGA

CAAACAGCGUCUCCUGGAA
GAAAGCAUAUACAGCAAUU

CAAAGAAGAUAACCAAUGU

GAAACAUCCUCCGGCUGAA
GAGCAGAUUUUAAGAGUAA
GGACAAUUUUGCAGCAACA
CAAAGGUGCUGCUGAUGUA
ACAUCAUUUACGGCAUGUA

CCACACCGCUGGCCAAGAA
UAUCAAGCCUGCCAAUAUG

UCAAUAAGCCAUCUUCUAA

GAGCUAAUCUGCCACAUUG
CGAAGGCGGUGGCCAAUCA
GCACAUCCGUUGGCCAUCA
GCCAGGCAAUGAACAGGAA
GGAAGCCAGCGCUCAAUUG

SEQ. ID
NO.

194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211

212
213
214
215
216
217
218
219

220
221
222
223
224
225
226
227
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Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG.

13C

NUm. de
Acceso

NM_001136
NM_018653
NM_001431
NM_000119
NM_004448
NM_005971
NM_003494
NM_013391
NM_022353
NM_003367
NM_172390

NM_005378
NM_000147
NM_003566
NM_004707
NM_003918
NM_004462
XM_291277
NM_004573
NM_003955
NM_203330
NM_002377
NM_153326
NM_001749
NM_016735
NM_002393
NM_021969
NM_002741
NM_014452
NM_139343

NM_001003945

NM_013315
NM_024560
L07868

NM_001003809

Nombre del Gen

AGER
GPRC5C
EPB41L2
EPB42
ERBB2
FXYD3
DYSF
DMGDH
OSGEPL1
USF2
NFATcl

MYCN
FUCA1
EEAl
APG12L
GYG2
FDFT1
SgK223
PLC beta 2
SOCS3
CD59
MAS1
AKR1Al
CAPNS1
LIMK1
MDM4
NROB2
PRKCL1
TNFRSF21
BIN1
ALAD
TPTE
FLJ21963
ERBB4
DLGAP1

42

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

GCGAGCCACUGGUGCUGAA
CCACCUCCGUUGCCAUAUG
GAAGGACUCUAGCCAGUUA
GACCACACCUUGCCAUCAA
GCAGUUACCAGUGCCAAUA
GGACGCCAAUGACCUAGAA
GAACUAUGCUGCCAUGAAG
CAUCAAAGCUGCCAUGGAA
AGACAUUGCUGCCACAGUA
GGCCAGUUCUACGUCAUGA
GCCAGGAGCUGAACAUUAA

CACGUCCGCUCAAGAGUGU
UAACAAUGCUGGGAAUUCA
AGACAGAGCUUGAGAAUAA
UGUUGCAGCUUCCUACUUC
GACCAAGGCUUACUGAAUA
CAUAGUUGGUGAAGACAUA
GAGCUCCACUUCAAUGAGA
GAACAGAAGUUACGUUGUC
CACCUGGACUCCUAUGAGA
CUACAACUGUCCUAACCCA
CUACACAAUUGUCACAUUA
UGAGGAGGCUGAGUAAUUC
CCACAGAACUCAUGAACAU
UCAACUUCAUCACUGAGUA
CGUCAGAGCUUCUCCGUAA
CGUAGCCGCUGCCUAUGUA
ACAGCGACGUGUUCUCUGA
CAGAAGGCCUCGAAUCUCA
GCUCAAGGCUGGUGAUGUG
GAUGACAUACAGCCUAUCA
UUUAUUCGAUUCCUCGUUA
UCGAGUGGAUGAUGUAAUA
AGGAUCUGCAUAGAGUCUU
CAACCUGGAUGGUGACAUG

SEQ. ID
NO.

228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238

239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
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Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG.

14 A-14

149

14K

NUm. de
Acceso

NM_005232
NM_003818
NM_153675
XM_496495
NM_020676
NM_000487
AF348074
U02388

NM_012154

NM_012154

NM_006218
NM_001047
NM_030662
NM_001047
NN_001047

NM_006218
NM_001047
NM_030662
NM_001047
NM_001047
NM_000348
M15077
BC020308
NM_000942

Nombre del Gen

EPHA1
CDS2
FOXA2
GGT2
ABHDG6
ARSA
NAT2
CYP4F2

EGFP
elF2C2

elF2C2

PI3K Ca
SRD5A1
MAP2K2
SRD5A1
SRD5A1

PI3K Ca
SRD5A1
MAP2K2
SRD5A1
SRD5A1
SRD5A2
PPYLUC
GAPDH

PPIB

Denominacién |Secuencia Diana del ARNip

PI3K Ca-1
SRD5A1 2
MAP2K2 3
SRD5A1-1
SRD5A1 4

PI3KCal
SRD5A1 2
MAP2K2 3
SRD5A1 1
SRD5A1 4
SRD5A2 3

43

UGAAGAACGGUACCAGAUG
GUGAGACAGUGACGGAUUA
ACGAACAGGUGAUGCACUA
AAUAAUGAAUGGACGACUU

GAUGACCUGUCCAUAGAUG
UCUAUGACCUGUCCAAGGA
AUACAGAUCUGGUCGAGUU
CAUAUUGACUUCCUGUAUU

GCAAAGACCCCAACGAGAA
GCACGGAAGUCCAUCUGAA
GCAGGACAAAGAUGUAUUA
GGGUCUGUGGUGAUAAAUA
GUAUGAGAACCCAAUGUCA

GCACGGAAGUCCAUCUGAA
GCAGGACAAAGAUGUAUUA
GGGUCUGUGGUGAUAAAUA
GUAUGAGAACCCAAUGUCA
AUGUUUACUACCAAAUGGA
UAACUGCAGCCAACUAUUU
UCCAGGAGUUUGUCAAUAA
GCAGAUACUUGAGCCAUUG
CCGGAAAUUUGAAGAGUAU

AUGUUUACUACCAAAUGGA
UAACUGCAGCCAACUAUUU
UCCAGGAGUUUGUCAAUAA
GCAGAUACUUGAGCCAUUG
CCGGAAAUUUGAAGAGUAU
GGACAUUUGUGUACUCACU
UGUUUGUGGACGAAGUACC
CCUGGCCAAGGUCAUCCAU
GAGAAAGGAUUUGGCUACA

SEQ. ID
NO.

263
264
265
266
267
268
269
270

271
272
273
274
275

276
277
278
279
280
281
282
283
284

285
286
287
288
289
290
291
292
293
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Tabla |

Secuencias utilizadas para los datos de las Figuras 12-14

FIG. NUm. de Nombre del Gen Denominacidn |Secuencia Diana del ARNip  |SEQ. ID
Acceso NO.

14L
NM_001047 SRD5A1 SRD5A1 2 UAACUGCAGCCAACUAUUU (294
NM_030662 MAP2K2 MAP2K2 3 UCCAGGAGUUUGUCAAUAA |[295
NM_001047 SRD5A1 SRD5A1 1 GCAGAUACUUGAGCCAUUG |296
NM_001047 SRD5A1 SRD5A1 4 CCGGAAAUUUGAAGAGUAU 297
NM_000348 SRD5A2 SRD5A2 3 GGACAUUUGUGUACUCACU 298
NM_001273 CHD4 CAAAGGUGCUGCUGAUGUA 299
NM_002605 PDESA CAAAGAAGAUAACCAAUGU 300
NM_000455 STK11 GAAACAUCCUCCGGCUGAA (301

Nota: Las secuencias para 14L también estan presentes en una forma modificada en la que las posiciones 1y 2 de
las hebras efectora y antisentido contienen grupos 2'-O-metilo y la posicién 1 de la hebra antisentido también
contiene un grupo fosfato en el carbono 5'.

Los datos anteriores apoyan la hipotesis de que el ARNip puede inducir toxicidad en un mecanismo independiente
de la diana, especifico de la secuencia. Los autores de la presente invencion realizaron dos experimentos separados
para someter a ensayo la dependencia de la toxicidad inducida por ARNip sobre el mecanismo del ARNi. Los
resultados de estos experimentos se presentan mas abajo y demuestran que la toxicidad estd mediada por la ruta
del ARNi. Puesto que los experimentos previos demostraron que la toxicidad no estaba asociada con la reduccién de
la expresion de la diana, se realiz6 un tercer experimento para determinar si el patron quimico de las modificaciones
descrito en la primera realizacion podria eliminar la toxicidad.

En el primer experimento, se investigd la capacidad del ARNip que contiene un motivo toxico para inducir muerte
celular en circunstancias en las que el mecanismo del RNAIi estaba severamente comprometido. Estudios previos
revelaron que elF2C2/hAgo2 es responsable de la escision del ARNm y que la reduccion de la expresion de este
producto génico inutiliza severamente esta ruta. Los autores de la presente invencidon confirmaron este
descubrimiento (Figura 14 a-i) y a continuacion evaluaron la importancia de esta ruta en la toxicidad inducida por
ARNip recién descubierta. Para someter a ensayo esto, las células transfectadas con la agrupacion (T1) de ARNip
elF2C2/hAgo2 se transfectaron con posterioridad con ARNip téxico que contenia los motivos AAA/UUU o
GCCA/UGG (Figura 14a, "Experimento"). Los resultados de estos experimentos demostraron que en ausencia de
una ruta de ARNi intacta, los ARNip toxicos fueron incapaces de inducir el fenotipo de muerte celular (Figura 14j).
Puesto que los experimentos paralelos en los que la ruta del ARNi se dej6 intacta exhibieron la toxicidad
caracteristica de estas secuencias, se concluyd que era necesaria una ruta intacta de ARNi para la toxicidad
inducida por ARNip. Este experimento apoya fuertemente la hipotesis de que el ARNip toxico induce su fenotipo a
través de la ruta del ARNi. Puesto que la toxicidad observada no esta relacionada con el nivel o el grado de la
reduccion de la expresion de la diana, es probable que la inespecificidad sea responsable del fenotipo tdxico
observado.

El apoyo adicional para la implicacién de la via del ARNi en la toxicidad por el ARNip vino de un experimento en el
gue el tamafio del duplex se redujo de 19 pb a 17 pb. Estudios anteriores han demostrado que los duplex que son
mas cortos que las secuencias de 19 pb se dirigen a las secuencias de ARNm ineficazmente, muy probablemente
debido al hecho de que Dicer y/o RISC fallan en la mediacion del ARNi cuando la longitud de la secuencia duplex
cae por debajo de 19bp (Elbashir, S. M. et al. "Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured
mammalian cells" Nature 2001 May 24; 411(6836):494-8). Cuando la longitud del ARNip téxico de 19 pb, conocido
se redujo en 2 pb (17 pb de longitud total, sin interrupcién del motivo) el nivel de toxicidad se redujo drasticamente
(Figura 14k), lo que sugiere que son necesarios la entrada y/o el procesamiento por RISC para la induccién de
toxicidad. Estos resultados implican nuevamente la ruta del ARNi en esta forma de toxicidad celular inducida por
ARNip. Dado que la toxicidad observada no esta relacionada con el nivel o grado de reduccion de la expresion de la
diana, es probable que la inespecificidad sea responsable del fenotipo téxico observado.

Como se sefialé anteriormente, se ha demostrado que las modificaciones descritas en la primera realizacion de la
invencion eliminan los efectos inespecificos. Puesto que la toxicidad celular inducida por ARNip es dependiente de
44
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RNAI, pero no esta relacionada con la reduccién de la expresion de la diana, los autores de la presente invencion
decidieron someter a ensayo si las modificaciones que eliminan la inespecificidad, anulan la toxicidad celular
inducida por ARNip. Para lograr esto, se afiadid una variaciéon del patrén de modificacién quimica descrito en la
primera realizacion a los ARNip que se sabe que inducen toxicidad en un mecanismo de dependiente de RNAI.
Especificamente, se sintetiz6 ARNip para que portara las siguientes modificaciones: grupos 2'-O-metilo en las
posiciones 1 y 2 de las hebras tanto efectora como antisentido, mas un grupo fosfato 5' en el carbono 5 del
nucleétido antisentido 5' terminal. Como se muestra en Figura 14-1, cuando se transfectaron ocho ARNip toxicos, no
modificados separados (MAP2K2 d3, SRD5A1 d1, d2, SRD5A1 SRD5A1 D4, D3, SRD5A2 PDES8A, STK11 y CHD4)
a células, cada uno redujo la viabilidad celular por debajo del 75%. Por el contrario, la modificacion quimica de los
ocho duplex redujo notablemente