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DESCRIPCION
Inhibicién mediante iIARN de la expresién de alfa-ENaC
Campo técnico

La invencion se refiere al campo del transporte de iones en las vias respiratorias mediado por ENaC y a
composiciones y a métodos para modular la expresion de alfa-ENaC, y mas particularmente a la regulacion por
disminucion de alfa-ENaC por oligonucleétidos a través de interferencia por ARN que se administran localmente a
los pulmones y el conducto nasal a través de inhalacién/administracion intranasal, o se administran sistémicamente,
por ejemplo mediante inyeccion intravenosa.

Antecedentes

La interferencia por ARN o “iARN” es un término acufiado inicialmente por Fire y colaboradores para describir la
observacion de que ARN bicatenario (ARNbc) puede bloguear la expresion génica cuando se introduce en gusanos
(Fire et al., Nature 391: 806-811, 1998). EI ARNbc corto dirige el silenciamiento postranscripcional, especifico de
genes en muchos organismos, incluyendo vertebrados, y ha proporcionado una nueva herramienta para estudiar la
funcién génica. Esta tecnologia se ha revisado numerosas veces recientemente, véanse, por ejemplo Novina, C.D:,
y Sharp, P., Nature 2004, 430:161, y Sandy, P., et al., Biotechniques 2005, 39:215.

Las superficies mucosas en la superficie de contacto entre el entorno y el cuerpo han hecho evolucionar varios
mecanismos protectores. Una forma principal de tal defensa innata es limpiar estas superficies con liquido.
Normalmente, la cantidad de la capa de liquido en una superficie mucosa refleja el equilibrio entre la secrecion
liquida epitelial, que a menudo refleja la secrecién de aniones (CI" y/o HCO3) acoplada con agua (y un contraion
catiénico) y la absorcion de liquido epitelial, que a menudo refleja la absorciéon de Na®*, acoplada con agua y contra-
anion (CI' y/o HCOg3). Muchas enfermedades de las superficies mucosas estan provocadas por demasiado poco
liquido protector en esas superficies mucosas creado por un desequilibrio entre la secrecion (demasiado poca) y la
absorcion (relativamente demasiada). Los procesos de transporte salino defectuosos que caracterizan estas
disfunciones mucosas residen en la capa epitelial de la superficie mucosa. Un enfoque para reponer la capa de
liquido protector en las superficies mucosas es “reequilibrar” el sistema bloqueando la absorcion de liquido mediada
por el canal de Na'. La proteina epitelial que media la etapa limitante de la velocidad de la absorcién de Na" y liquido
es el canal de Na" epitelial (ENaC). Alfa-ENaC esta situado en la superficie apical del epitelio, es decir, la superficie
de contacto entre superficie mucosa-entorno. La inhibicién de la absorcién de liquido mediada por Na“ mediada por
alfa-ENaC puede obtener utilidad terapéutica. Por tanto, existe la necesidad del desarrollo de terapias eficaces para
el tratamiento y la prevencion de enfermedades o trastornos en los que esta implicado alfa-ENaC, por ejemplo
fibrosis quistica en seres humanos y animales, y particularmente para terapias con alta eficacia. Un requisito previo
para la alta eficacia es que el principio activo no se degrade demasiado rapido en un entorno fisiol6gico.

Li Tianbo et al. describen cémo la interferencia por ARN de alfa-ENaC inhibe la absorcién de fluidos de pulmon de
rata in vivo, Am Journal of Physiol Lung Cell Mol Physiol 290: L649-L660, 2006.

Sumario

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un agente de ARNi que
comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, en la que:

a. la hebra sentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra sentido de ND8396 (SEQ ID NO: 223)
y la hebra antisentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra antisentido de ND8396 (SEQ ID
NO: 224); o

b. la hebra sentido comprende al menos 19 nucle6tidos contiguos de la hebra sentido de ND8612 (SEQ ID NO: 527)
y la hebra antisentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra antisentido de ND8612 (SEQ ID
NO: 528); o

c. la hebra sentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra sentido de ND10781 (SEQ ID NO:
1281) y la hebra antisentido comprende al menos 19 nucledtidos contiguos que difieren en 0, 1, 2 6 3 nucleottidos de
la hebra antisentido de ND10781 (SEQ ID NO: 1282).

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un agente de ARNi
para alfa-ENaC, en la que el agente de ARNi comprende una hebra sentido y una hebra antisentido,

en la que la hebra sentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra sentido de un agente de ARNi
seleccionado del grupo que consiste en ND8396 (SEQ ID NO: 223), ND8612 (SEQ ID NO: 527) y ND10781 (SEQ ID
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NO: 1281) y en la que la hebra antisentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra antisentido de
un agente de ARNi seleccionado del grupo que consiste en ND8396 (SEQ ID NO: 224), ND8612 (SEQ ID NO: 528) y
ND10781 (SEQ ID NO: 1282),

comprendiendo ademas la composicion un ligando de receptor epitelial.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona una composicion que comprende un agente de ARNIi, tal
como se describio anteriormente en el presente documento, para su uso en terapia.

Las composiciones de la invencién, por ejemplo, las composiciones de agente de ARNi pueden usarse con cualquier
dosificacién y/o formulacion descritas en el presente documento, asi como con cualquier via de administracién
descrita en el presente documento.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcién a
continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de esta
descripcion, los dibujos, y a partir de las reivindicaciones.

En las figuras:
Figura 1: Mapa de digestos de restriccion del constructo pXoon para a-EnaC de macaco clonado.
Figura 2: Secuencia de proteina y de ADN de alfa-EnaC de macaco.

Figura 3: Clonacién de los sitios de reconocimiento inespecificos y especificos predichos en el constructo indicador
de luciferasa doble AY535007. Los fragmentos consisten en 19 nt del sitio diana predicho y 10 nt de secuencia
flanqueante en ambos extremos 5’y 3.

Descripcion detallada

Para facilidad de exposicion, el término “nucleétido” o “ribonucledtido” se usa a veces en el presente documento en
referencia a una o mas subunidades monoméricas de un agente de ARN. Se entendera que la utilizacién del término
“ribonucle6tido” o “nucledtido” en el presente documento también puede referirse, en el caso de un ARN modificado
0 sustituto de nucleétido, a un nucledtido modificado, o resto de reemplazo sustituto, tal como se describe
adicionalmente a continuacién, en una o mas posiciones.

Un “agente de ARN” tal como se usa en el presente documento, es un ARN no modificado, ARN modificado, o
sustituto de nucleésido, cada uno de los cuales se describen en el presente documento 0 se conocen bien en la
técnica de sintesis de ARN. Aunque se describen numerosos ARN modificados y sustitutos de nucleésido, los
ejemplos preferidos incluyen los que tienen mayor resistencia a la degradacion por nucleasas que la que tienen los
ARN no modificados. Los ejemplos preferidos incluyen los que tienen una modificacién con azucar en 2’, una
modificacibn en una proyeccion monocatenaria, preferiblemente una proyeccion monocatenaria en 3’, o,
particularmente si es monocatenario, una modificacién en 5’ que incluye uno o mas grupos fosfato o uno o mas
analogos de un grupo fosfato.

Un “agente de ARNI” (abreviatura para “agente de ARN interferente”) tal como se usa en el presente documento, es
un agente de ARN, que puede regular por disminucion la expresion de un gen diana, por ejemplo el gen de ENaC
SCNN1A. Aunque no se desea limitarse por la teoria, un agente de ARNi puede actuar mediante uno o0 mas de
varios mecanismos, incluyendo la escision postranscripcional de un ARNm diana denominado a veces en la técnica
iIARN, 0 mecanismos pretranscripcionales o pretraduccionales.

Un “agente de ARNi bc” (abreviatura para “agente de ARNI bicatenario”), tal como se usa en el presente documento,
es un agente de ARNi que incluye mas de una, y preferiblemente dos, hebras en las que la hibridacion intercatenaria
puede formar una region de estructura de duplex. Una “hebra” se refiere en el presente documento a una secuencia
de nucledtidos contiguos (incluyendo nucleétidos que no se producen de manera natural o modificados). Las dos o
mas hebras pueden ser, o cada una formar parte de, moléculas separadas, o pueden estar interconectadas
covalentemente, por ejemplo, mediante un ligador, por ejemplo, un ligador de polietilenglicol, para formar una
molécula. Al menos una hebra puede incluir una region que es suficientemente complementaria a un ARN diana. Tal
hebra se denomina “hebra antisentido.” Una segunda hebra del agente de ARNbc, que comprende una region
complementaria a la hebra antisentido, se denomina “hebra sentido.” Sin embargo, un agente de ARNi bc también
puede formarse a partir de una Unica molécula de ARN que es al menos parcialmente autocomplementaria,
formando, por ejemplo, una estructura de horquilla 0 mango de sartén, incluyendo una region de duplex. Estas
Ultimas se denominan en el presente documento ARN de horquilla cortos o ARNhc. En tal caso, el término “hebra”
se refiere a una de las regiones de la molécula de ARN que es complementaria a otra region de la misma molécula
de ARN.
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Aunque, en células de mamifero, los agentes de ARNi bc largos pueden inducir la respuesta de interferén que es
frecuentemente perjudicial, los agentes de ARNi bc cortos no desencadenan la respuesta de interferén, al menos no
en un grado que sea perjudicial para la célula y/o el huésped (Manche et al., Mol. Cell. Biol. 12:5238, 1992; Lee et
al., Virology 199:491, 1994; Castelli et al., J. Exp. Med. 186:967, 1997; Zheng et al., ARN 10:1934, 2004; Heidel et
al., Nature Biotechnol. 22 1579). Los agentes de ARNi incluyen moléculas que son suficientemente cortas que no
desencadenan una respuesta de interferon no especifica perjudicial en células de mamifero normales. Por tanto,
puede usarse la administracién de una composicién que incluye un agente de ARNi (por ejemplo, formulado tal
como se describe en el presente documento) a un sujeto para disminuir la expresion de alfa-ENaC en el sujeto, a la
vez que se sortea una respuesta de interferén. Las moléculas que son lo suficientemente cortas que no
desencadenan una respuesta de interferén perjudicial se denominan agentes de ARNic o ARNic en el presente
documento. “Agente de ARNic” o “ARNic” tal como se usa en el presente documento, se refiere a un agente de
ARNi, por ejemplo, un agente de ARNi bc, que es suficientemente corto que no induce una respuesta de interferon
perjudicial en un mamifero, y particularmente una célula humana, por ejemplo, tiene una regiéon de daplex de menos
de 60 pero preferiblemente menos de 50, 40 6 30 pares de nucleottidos.

Los agentes de ARNi aislados descritos en el presente documento, incluyendo agentes de ARNi bc y agentes de
ARNic, pueden mediar la expresion disminuida de alfa-ENaC, por ejemplo, mediante degradacion de ARN. Por
conveniencia, tal ARN también se denomina en el presente documento ARN que va a silenciarse. Un &cido nucleico
de este tipo también se denomina “ARN diana”, a veces “molécula de ARN diana” o a veces “gen diana”.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “media iIARN” se refiere a la capacidad de un agente para
silenciar, de manera especifica de la secuencia, un gen diana. “Silenciamiento de un gen diana” significa el proceso
mediante el cual una célula que contiene y/o que expresa un determinado producto del gen diana cuando no esta en
contacto con el agente, contendra y/o expresara al menos el 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% o el 90%
menos de tal producto génico cuando esta en contacto con el agente, en comparacion con una célula similar que no
ha estado en contacto con el agente. Tal producto del gen diana puede ser, por ejemplo, un ARN mensajero
(ARNmMm), una proteina o un elemento regulador.

Tal como se usa en el presente documento, el término “complementario” se usa para indicar un grado de
complementariedad suficiente de manera que se produce la union estable y especifica entre un compuesto y una
molécula de ARN diana, por ejemplo, ARNm de alfa-ENaC. La uniéon especifica requiere un grado de
complementariedad suficiente para evitar la unién no especifica del compuesto oligomérico a secuencias que no son
diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en condiciones fisiolégicas en el caso de
ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, o en el caso de ensayos in vitro, en condiciones en las que se realizan los
ensayos. Las secuencias que no son diana difieren normalmente de las secuencias diana en al menos 2, 3 6 4
nucleétidos.

Tal como se usa en el presente documento, un agente de ARNi es “suficientemente complementario” a un ARN
diana, por ejemplo, un ARNm diana (por ejemplo, ARNm de alfa-ENaC) si el agente de ARNi reduce la produccién
de una proteina codificada por el ARN diana en una célula. El agente de ARNi también puede ser “exactamente
complementario” al ARN diana, por ejemplo, el ARN diana y el agente de ARNi se aparean, preferiblemente para
formar un hibrido compuesto exclusivamente por pares de bases de Watson-Crick en la region de
complementariedad exacta. Un agente de ARNi “suficientemente complementario” puede incluir una regién interna
(por ejemplo, de al menos 10 nucleétidos) que es exactamente complementaria a un ARN de alfa-ENaC diana.
Ademas, en algunas realizaciones, el agente de ARNi distingue especificamente una diferencia de un solo
nucleétido. En este caso, el agente de ARNi sélo media la iARN si se encuentra complementariedad exacta en la
region (por ejemplo, dentro de 7 nucledtidos de) la diferencia de un solo nucleétido. Agentes de ARNi preferidos se
basaran en o consistiran en o comprenderan las secuencias sentido y antisentido proporcionadas en las tablas 1A-
1D.

Tal como se usa en el presente documento, “esencialmente idéntico” cuando se usa en referencia a una primera
secuencia de nucleétidos en comparaciéon con una segunda secuencia de nuclettidos significa que la primera
secuencia de nucleétidos es idéntica a la segunda secuencia de nucledtidos excepto por hasta una, dos o tres
sustituciones de nucleétido (por ejemplo, adenosina reemplazada por uracilo). “Que conserva esencialmente la
capacidad para inhibir la expresion de alfa-ENaC en células humanas cultivadas,” tal como se usa en el presente
documento en referencia a un agente de ARNi no idéntico a pero derivado de uno de los agentes de ARNi de las
tablas 1A-1D mediante delecién, adicién o sustitucién de nucledtidos, significa que el agente de ARNi derivado
presenta una actividad inhibidora de no menos del 20% de la actividad inhibidora del agente de ARNi de las tablas
1A-1D a partir del que se derivd. Por ejemplo, un agente de ARNi derivado de un agente de ARNi de las tablas 1A-
1D que disminuye la cantidad de ARNm de alfa-ENaC presente en células humanas cultivadas en el 70% puede
disminuir por si mismo la cantidad de ARNm presente en células humanas cultivadas en al menos el 50% con el fin
de que se considere que conserva esencialmente la capacidad para inhibir la replicacién de alfa-ENaC en células
humanas cultivadas. Opcionalmente, un agente de ARNi puede disminuir la cantidad de ARNm de alfa-ENaC
presente en células humanas cultivadas en al menos el 50%.
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Tal como se usa en el presente documento, un “sujeto” se refiere a un organismo mamifero que se somete a
tratamiento para un trastorno mediado por alfa-ENaC. El sujeto puede ser cualquier mamifero, tal como una vaca, un
caballo, un ratén, una rata, un perro, un cerdo, una cabra o un primate. En la realizacion preferida, el sujeto es un
ser humano.

Disefio y seleccién de agentes de ARNi

Tal como se usa en el presente documento, “trastornos asociados con la expresiéon de alfa-ENaC” se refiere a
cualquier estado bioldgico o patolégico que (1) estd mediado al menos en parte por la presencia de alfa-ENaC y (2)
cuyo desenlace puede verse afectado al reducirse el nivel del alfa-ENaC presente. Se indican a continuacién
trastornos especificos asociados con la expresion de alfa-ENaC.

La presente descripcion se basa en el disefio, la sintesis y la generacion de agentes de ARNi que seleccionan como
diana alfa-ENaC y la demostracion del silenciamiento del gen de alfa-ENaC in vitro en células cultivadas tras la
incubacién con un agente de ARNIi, y el efecto protector resultante hacia los trastornos mediados por alfa-ENaC.

Un agente de ARNi puede disefiarse de manera racional basandose en informacién de secuencia y caracteristicas
deseadas. Por ejemplo, un agente de ARNi puede disefiase segun la temperatura de fusién relativa del duplex
candidato. Generalmente, el diplex debe tener una menor temperatura de fusion en el extremo 5 de la hebra
antisentido que en el extremo 3’ de la hebra antisentido.

La presente descripcion proporciona composiciones que contienen ARNic y/o ARNhc dirigidos a uno o mas
transcritos de alfa-ENaC.

Para cualquier diana génica particular que se seleccione, el disefio de ARNic o ARNhc para su uso segun la
presente descripcion seguird preferiblemente determinadas directrices. Ademas, en muchos casos, el agente que se
suministra a una célula segun la presente descripcion puede someterse a una o mas etapas de procesamiento antes
de convertirse en un agente supresor activo (véase a continuacién para un andlisis adicional); en tal casos, los
expertos habituales en la técnica apreciaran que el agente relevante estara disefiado preferiblemente para incluir
secuencias que pueden ser necesarias para su procesamiento.

Las enfermedades mediadas por disfuncion del canal de sodio epitelial, incluyen enfermedades asociadas con la
regulacion de volimenes de fluido a través de membranas epiteliales. Por ejemplo, el volumen de liquido de
superficie de las vias respiratorias es un regulador clave del aclaramiento mucociliar y el mantenimiento de la salud
de los pulmones. El bloqueo del canal de sodio epitelial promovera la acumulacion de fluido en el lado mucoso del
epitelio de las vias respiratorias, promoviendo de ese modo el aclaramiento de mucosidad e impidiendo la
acumulacion de mucosidad y esputo en tejidos respiratorios (incluyendo las vias respiratorias pulmonares). Tales
enfermedades incluyen enfermedades respiratorias, tales como fibrosis quistica, discinesia ciliar primaria, bronquitis
cronica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, infecciones de las vias respiratorias (agudas y
crénicas; viricas y bacterianas) y carcinoma de pulmén. Las enfermedades mediadas por el bloqueo del canal de
sodio epitelial también incluyen enfermedades distintas a las enfermedades respiratorias que se asocian con la
regulacion anémala de fluidos a través de un epitelio, que implica quiza una fisiologia anémala de los liquidos de
superficie protectores en su superficie, por ejemplo, xerostomia (sequedad de boca) o queratoconjuntivitis seca
(sequedad de ojos). Ademas, podria usarse el bloqueo del canal de sodio epitelial en el rifién para promover la
diuresis e inducir de ese modo un efecto hipotensivo.

El tratamiento puede ser sintomatico o profilactico.

El asma incluye tanto asma intrinseca (no alérgica) como asma extrinseca (alérgica), asma leve, asma moderada,
asma grave, asma bronquitica, asma inducida por el ejercicio, asma ocupacional y asma inducida tras infeccién
bacteriana. Ha de entenderse también que tratamiento del asma abarca el tratamiento de sujetos, por ejemplo, de
menos de 4 6 5 afios de edad, que presentan sintomas de sibilancia y estan diagnosticados o pueden diagnosticarse
como “lactantes sibilantes”, una categoria de pacientes establecida de importante preocupacion médica y ahora
identificado a menudo como asmaticos incipientes o de fase temprana. (Por conveniencia este estado asmatico
particular se denomina “sindrome del lactante sibilante”.)

La eficacia profilactica en el tratamiento de asma se evidenciara por la frecuencia o gravedad reducida del ataque
sintomatico, por ejemplo, de ataque broncoconstrictor o asmatico agudo, la mejora en la funcion pulmonar o la
mejora de la hiperreactividad de las vias respiratorias. Puede evidenciarse ademas por el requisito reducido de otra
terapia sintomatica, es decir, terapia para o destinada a restringir o suprimir el ataque sintomatico cuando se
produce, por ejemplo, antiinflamatoria (por ejemplo, con corticosteroides) o broncodilatadora. El beneficio profilactico
en el asma puede ser evidente, en particular, en sujetos propensos a “baja matutina”. “La baja matutina” es un
sindrome asmatico reconocido, comin en un porcentaje sustancial de asmaticos y caracterizado por un ataque de
asma, por ejemplo, entre las horas de aproximadamente 4-6 a.m., es decir, normalmente a una hora
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sustancialmente distante de cualquier terapia para asma sintomatica administrada previamente.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica incluye bronquitis crénica o disnea asociadas con la misma, enfisema,
asi como agravamiento de la hiperreactividad de las vias respiratorias como resultado de otra terapia farmacolégica,
en particular, otra terapia farmacologica inhalada. La descripcién también puede aplicarse al tratamiento de
bronquitis de cualquier tipo o génesis incluyendo, por ejemplo, bronquitis aguda, araquidica, catarral,
pseudomembranosa, crénica o ftinoide.

Basandose en los resultados mostrados en el presente documento, la presente descripcidn proporciona agentes de
ARNi que reducen la expresion de alfa-ENaC en células cultivadas y en un sujeto, por ejemplo un mamifero, por
ejemplo un ser humano. Las tablas 1A-1D proporcionan agentes de ARNi que seleccionan como diana alfa-ENaC a
modo de ejemplo, basandose en las abreviaturas de nomenclaturas convencionales facilitadas en la tabla A.

La tabla 1A, Seq. Id No. 305-608, la tabla 1B y la tabla 1D, Seq. |d No. 1519-1644 enumeran ARNic que no
comprenden modificaciones de nucleétido excepto por una unién fosforotioato entre las timidinas 3'-terminales y las
penlltimas. Las Seq Id restantes en las tablas 1A-1D enumeran ARNic en los que todos los nucleétidos que
comprenden bases piridiminicas son 2’-O-metil-nucleétidos modificados en la hebra sentido, y todas las uridinas en
un contexto de secuencia de 5’-ua-3’ asi como todas las citidinas en un contexto de secuencia de o 5’-ca-3’ son 2'-
O-metil-nucledtidos modificados en la hebra antisentido.

Basandose en estos resultados, la descripciéon proporciona especificamente un agente de ARNi que incluye una
hebra sentido que tiene al menos 15 nucledtidos contiguos de las secuencias de hebra sentido de los agentes
proporcionados en las tablas 1A-1D, y una hebra antisentido que tiene al menos 15 nucleétidos contiguos de las
secuencias antisentido de los agentes proporcionados en las tablas 1A-1D.

Los agentes de ARNi mostrados en las tablas 1A-1D se componen de dos hebras de 19 nucleétidos de longitud que
son complementarias o idénticas a la secuencia diana, mas una proyeccion 3'-TT. La presente descripcion
proporciona agentes que comprenden al menos 15, o al menos 16, 17 6 18 6 19 nucle6tidos contiguos de estas
secuencias. Sin embargo, aunque estas longitudes pueden ser potencialmente éptimas, los agentes de ARNi no
pretenden limitarse a estas longitudes. El experto es muy consciente de que agentes de ARNi mas cortos o0 mas
largos pueden ser eficaces de manera similar, puesto que, dentro de determinados intervalos de longitud, la eficacia
es mas bien una funcion de la secuencia de nucleétidos que de la longitud de hebra. Por ejemplo, Yang, et al.,
PNAS 99:9942-9947 (2002), demostraron eficacias similares para agentes de ARNi de longitudes de entre 21 y 30
pares de bases. Otros han mostrado el silenciamiento eficaz de genes por agentes de ARNi hasta una longitud de
aproximadamente 15 pares de bases (Byrom, et al., “Inducing RNAi with siRNA Cocktails Generated by RNase III”
Tech Notes 10(1), Ambion, Inc., Austin, TX).

Por tanto, es posible y se contempla seleccionar de las secuencias proporcionadas en las tablas 1A-1D, una
secuencia parcial de entre 15 y 19 nucleétidos para la generacion de un agente de ARNi derivado de una de las
secuencias proporcionadas en las tablas 1A-1D. Alternativamente, pueden afiadirse uno o varios nucleétidos a una
de las secuencias proporcionadas en las tablas 1A-1D, o un agente que comprende 15 nucleétidos contiguos de uno
de estos agentes, preferiblemente, pero no necesariamente, de tal modo que los nucleétidos afiadidos son
complementarios a la secuencia respectiva del gen diana, por ejemplo, alfa-ENaC. Por ejemplo, los primeros 15
nucleétidos de uno de los agentes pueden combinarse con los 8 nucleétidos que se encuentran en 5’ con respecto a
esta secuencia en ARNm de alfa-ENaC para obtener un agente con 23 nuclettidos en las hebras sentido y
antisentido. Todos de tales agentes de ARNi derivados estan incluidos en los agentes de ARNi, siempre que
conserven esencialmente la capacidad para inhibir la replicacion de alfa-ENaC en células humanas cultivadas.

La hebra antisentido de un agente de ARNi debe ser igual a o al menos de, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 25, 29, 40 6 50
nucleétidos de longitud. Debe ser igual a o de menos de 60, 50, 40 6 30, nucleétidos de longitud. Intervalos
preferidos son 15-30, 17 a 25, 19 a 23 y 19 a 21 nucleétidos de longitud.

La hebra sentido de un agente de ARNi debe ser igual a o al menos de 14, 15, 16 17, 18, 19, 25, 29, 40 6 50
nucleétidos de longitud. Debe ser igual a o de menos de 60, 50, 40 6 30 nuclettidos de longitud. Intervalos
preferidos son 15-30, 17 a 25, 19 a 23 y 19 a 21 nucleétidos de longitud.

La parte bicatenaria de un agente de ARNi debe ser igual a o al menos de, 15, 16 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
29, 40 6 50 pares de nucledtidos de longitud. Debe ser igual a 0 de menos de 60, 50, 40 6 30 pares de nucleétidos
de longitud. Intervalos preferidos son 15-30, 17 a 25, 19 a 23 y 19 a 21 pares de nucleétidos de longitud.

Generalmente, los agentes de ARNi incluyen una region de suficiente complementariedad con el ARNm de alfa-
ENaC, y son de suficiente longitud en cuanto a nucleétidos, que el agente de ARNi, o un fragmento del mismo,
pueda mediar la regulacion por disminucién del gen de alfa-ENaC. No es necesario que exista una
complementariedad perfecta entre el agente de ARNi y el gen diana, pero la correspondencia debe ser suficiente
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como para permitir que el agente de ARNiI, 0 un producto de escision del mismo, dirija el silenciamiento especifico
de la secuencia, por ejemplo, mediante escision por iIARN de un ARNm de alfa-ENacC.

Por tanto, los agentes de ARNiI incluyen agentes que comprenden una hebra sentido y hebra antisentido, que
comprenden, cada una, una secuencia de al menos 16, 17 6 18 nucledtidos que es esencialmente idéntica, tal como
se define a continuacién, a una de las secuencias de las tablas 1A-1D, excepto porque no mas de 1, 2 6 3
nucleétidos por hebra, respectivamente, se han sustituido por otros nucleétidos (por ejemplo, adenosina
reemplazada por uracilo), a la vez que conservan esencialmente la capacidad para inhibir la expresion de alfa-ENaC
en células humanas cultivadas. Estos agentes presentaran, por tanto, al menos 15 nucleétidos idénticos a una de las
secuencias de las tablas 1A-1D, pero se introducen 1, 2 6 3 apareamientos erréneos de bases con respecto o bien
la secuencia de alfa-ENaC diana o bien entre las hebras sentido y antisentido. Los apareamientos erréneos con
respecto a la secuencia de ARN de alfa-ENaC diana, particularmente en la hebra antisentido, se toleran mas en las
regiones terminales y, si estan presentes, estan preferiblemente en una regién o regiones terminales, por ejemplo,
dentro de 6, 5, 4 6 3 nuclettidos de un extremo 5’ y/o 3'-terminal, lo mas preferiblemente dentro de 6, 5, 4 6 3
nucleétidos del extremo 5’-terminal de la hebra sentido o el extremo 3'-terminal de la hebra antisentido. La hebra
sentido sélo es necesario que sea lo suficientemente complementaria con la hebra antisentido como para mantener
el caracter bicatenario global de la molécula.

Se prefiere que las hebras sentido y antisentido se elijan de manera que el agente de ARNi incluya una Unica hebra
0 region desapareada en uno o ambos extremos de la molécula. Por tanto, un agente de ARNi contiene hebras
sentido y antisentido, preferiblemente apareadas para contener una proyeccion, por ejemplo, una o dos
proyecciones en 5 o 3’ pero preferiblemente una proyecciéon en 3’ de 2-3 nucledtidos. La mayor parte de las
realizaciones tendran una proyeccion en 3'. Los agentes de ARNic preferidos tendran proyecciones monocatenarias,
preferiblemente proyecciones en 3', de 1 a 4, o preferiblemente 2 6 3 nucleétidos, de longitud, en uno o ambos
extremos del agente de ARNI. Las proyecciones pueden ser el resultado de que una hebra sea mas larga que la
otra, o el resultado de dos hebras de la misma longitud que estan escalonadas. Los nucleétidos desapareados que
forman la proyeccion pueden ser ribonucleétidos, o pueden ser desoxirribonucleétidos, preferiblemente timidina. Los
extremos 5’ se fosforilan preferiblemente, o pueden estar sin fosforilar.

Longitudes preferidas para la region de duplex tienen entre 15 y 30, lo mas preferiblemente 18, 19, 20, 21, 22 y 23
nucleétidos de longitud, por ejemplo, en el intervalo de agente de ARNic analizado anteriormente. Los agentes de
ARNic pueden asemejarse en longitud y estructura a los productos procesados por Dicer naturales de ARNbc largos.
También estan incluidas realizaciones en las que las dos hebras del agente de ARNic se unen, por ejemplo, se unen
covalentemente. Las estructuras de horquilla, u otras monocatenarias que proporcionan la regién bicatenaria
requerida, y preferiblemente una proyeccién en 3’ también estan dentro de la descripcion.

Evaluacién de agentes de ARNi candidatos

Tal como se indicé anteriormente, la presente descripcién proporciona un sistema para identificar ARNic que son
Utiles como inhibidores de alfa-ENaC. Puesto que, tal como se indicé anteriormente, los ARNhc se procesan de
manera intracelular para producir ARNic que tienen partes de duplex con la misma secuencia que la estructura de
tallo de los ARNhc, el sistema es igualmente Util para identificar ARNhc que son Utiles como inhibidores de alfa-
ENaC. Para los fines de descripcion, esta seccion se referira a ARNic, pero el sistema también engloba los
correspondientes ARNhc. Especificamente, la presente descripcién demuestra la preparacion satisfactoria de ARNic
dirigidos para inhibir la actividad de alfa-ENaC. Las técnicas y los reactivos descritos en el presente documento
pueden aplicarse facilmente para disefiar posibles nuevos ARNic, dirigidos a otros genes o regiones de genes, y
sometidos a prueba para determinar su actividad en la inhibicién de alfa-ENaC tal como se analiza en el presente
documento.

En diversas realizaciones, pueden someterse a prueba posibles inhibidores de alfa-ENaC para determinar la
supresion de la expresion endégena de alfa-ENaC introduciendo ARNic candidato(s) en células (por ejemplo,
mediante la administracion exégena o mediante la introduccién de un vector o constructo que dirige la sintesis
enddgena de ARNic en la célula), o en animales de laboratorio mediante administracién pulmonar o nasal.
Alternativamente, pueden someterse a prueba posibles inhibidores de alfa-ENaC in vitro mediante la cotransfeccion
transitoria de ARNic candidato(s) junto con un plasmido de expresion de alfa-ENaC. Se evalua entonces la
capacidad del/de los ARNic candidato(s) para reducir niveles de transcritos diana y/o para inhibir o suprimir uno o
mas aspectos o caracteristicas de la actividad de alfa-ENaC tales como diferencia de potencial epitelial 0 absorcion
de fluido de superficie de las vias respiratorias.

Pueden compararse células o animales de laboratorio a los que se han suministrado composiciones de ARNic de la
invencion (células/animales de prueba) con células o animales de laboratorio similares o comparables que no han
recibido la composicion de la invencion (células/animales control, por ejemplo, células/animales que no han recibido
ni ARNic ni un ARNic control tal como un ARNic dirigido a un transcrito no endégeno tal como proteina fluorescente
verde (GFP)). El fenotipo de transporte de iones de las células/animales de prueba puede compararse con el
fenotipo de células/animales control, siempre que el ARNic de la invencion comparta reactividad cruzada de
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secuencia con la especie/tipo de célula de prueba. La produccién de proteina alfa-ENaC y corriente de cortocircuito
(in vitro o ex vivo) puede compararse en las células/animales de prueba con relacion a las células/animales control.
De manera similar, pueden compararse otros indicios de la actividad de alfa-ENaC, incluyendo diferencia de
potencial epitelial ex vivo o aclaramiento mucociliar in vivo o obtencién de imagenes mediante resonancia magnética
(IRM) de cuerpo entero. Generalmente, las células/animales de prueba y células/animales control procederan de la
misma especie y, para células, de tipo de célula similar o idéntico. Por ejemplo, podrian compararse células de la
misma linea celular. Cuando la célula de prueba sea una célula primaria, normalmente la célula control también
seria una célula primaria.

Por ejemplo, la capacidad de un ARNic candidato para inhibir la actividad de alfa-ENaC puede determinarse
convenientemente (i) suministrando el ARNic candidato a células (ii) evaluando los niveles de expresién de ARNm
de alfa-ENaC con relacién a un gen de control expresado de manera enddgena (iii) comparando la corriente sensible
a amilorida en un modelo celular in vitro producido en presencia del ARNic con la cantidad producid en ausencia del
ARNic. Este Ultimo ensayo puede usarse para someter a prueba ARNic que seleccionan como diana cualquier
transcrito diana que puede influir en la actividad de alfa-ENaC indirectamente y no se limita a ARNic que seleccionan
como diana los transcritos que codifican para las subunidades del canal ENaC.

La capacidad de un ARNic candidato para reducir el nivel del transcrito diana puede evaluarse midiendo la cantidad
del transcrito diana usando, por ejemplo, transferencias de tipo Northern, ensayos de proteccion de nucleasas,
hibridacion con sondas, transcripcién inversa (RT)-PCR, RT-PCR en tiempo real, analisis de microalineamientos, etc.
La capacidad de un ARNic candidato para inhibir la produccion de un polipéptido codificado por el transcrito diana (o
bien a nivel transcripcional o bien postranscripcional) puede medirse usando una variedad de enfoques basados en
anticuerpos incluyendo, pero sin limitarse a, inmunotransferencias de tipo Western, inmunoensayos, ELISA,
citometria de flujo, microalineamientos de proteinas, etc. En general, puede usarse cualquier método de medicién de
la cantidad de o bien el transcrito diana o bien un polipéptido codificado por el transcrito diana.

En general, determinados inhibidores de ARNi de alfa-ENaC preferidos reducen el nivel de transcrito diana al menos
aproximadamente 2 veces, preferiblemente al menos aproximadamente 4 veces, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 8 veces, al menos aproximadamente 16 veces, al menos aproximadamente 64 veces 0 en un
grado incluso mayor con relacion al nivel que estaria presente en ausencia del inhibidor (por ejemplo, en una célula
control comparable que carece del inhibidor). En general, determinados inhibidores de ARNi de alfa-ENaC preferidos
inhiben la actividad del canal ENaC, de modo que la actividad es menor en una célula que contiene el inhibidor que
en una célula control que no contiene el inhibidor en al menos aproximadamente 2 veces, preferiblemente al menos
aproximadamente 4 veces, mas preferiblemente al menos aproximadamente 8 veces, al menos aproximadamente
16 veces, al menos aproximadamente 64 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente
200 veces, 0 en un grado incluso mayor.

Determinados inhibidores de ARNi de alfa-ENaC preferidos inhiben la actividad del canal ENaC durante al menos
12 horas, al menos 24 horas, al menos 36 horas, al menos 48 horas, al menos 60 horas, al menos 72 horas, al
menos 96 horas, al menos 120 horas, al menos 144 horas o al menos 168 horas tras la administracién del ARNic y
la infeccion de las células. Determinados inhibidores de alfa-ENaC preferidos impiden (es decir, reducen hasta
niveles indetectables) o reducen significativamente la actividad de alfa-ENaC durante al menos 24 horas, al menos
36 horas, al menos 48 horas o al menos 60 horas tras la administracion del ARNic. Segin diversas realizaciones,
una reduccién significativa en la actividad de alfa-ENaC es una reduccion hasta menos de aproximadamente el 90%
del nivel que se produciria en ausencia del ARNic, una reduccion hasta menos de aproximadamente el 75% del nivel
que se produciria en ausencia del ARNic, una reduccién hasta menos de aproximadamente el 50% del nivel que se
produciria en ausencia del ARNic, una reducciéon hasta menos de aproximadamente el 25% del nivel que se
produciria en ausencia del ARNic o una reduccion hasta menos de aproximadamente el 10% del nivel que se
produciria en ausencia del ARNic. La reduccién en la actividad de alfa-ENaC puede medirse usando cualquier
método adecuado incluyendo, pero sin limitarse a, medicién de la corriente de cortocircuito de la sensibilidad a
amilorida in vitro, diferencia de potencial epitelial ex vivo o aclaramiento mucociliar in vivo o IRM de cuerpo
entero/pulmonar.

Pruebas de estabilidad, modificacién y nuevas pruebas de agentes de ARNi

Un agente de ARNi candidato puede evaluarse con respecto a la estabilidad, por ejemplo, su susceptibilidad a la
escisién por una endonucleasa o exonucleasa, tal como cuando el agente de ARNi se introduce en el cuerpo de un
sujeto. Pueden emplearse métodos para identificar sitios que son susceptibles de modificacién, particularmente
escisién, por ejemplo, escision por un componente que se encuentra en el cuerpo de un sujeto. Tales métodos
pueden incluir el aislamiento y la identificacion de los fragmentos mas abundantes formados por la degradacion del
agente de ARNi candidato tras su incubaciéon con medios bioldgicos aislados in vitro, por ejemplo suero, plasma,
esputo, liquido cefalorraquideo o homogeneizados celulares o tisulares, o tras poner en contacto un sujeto con el
agente de ARNi candidato in vivo, identificando de ese modo sitios propensos a la escision. Tales métodos estan,
por ejemplo, sin limitacién, en la publicacion de solicitud de patente internacional n.° W0O2005115481, presentada el
27 de mayo de 2005.
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Cuando se identifican sitios susceptibles a la escision, puede disefiarse y/o sintetizarse un agente de ARNi adicional
en el que el posible sitio de escision se hace resistente a la escision, por ejemplo mediante la introducciéon de una
modificacién en 2’ en el sitio de escision, por ejemplo un grupo 2'-O-metilo. Este agente de ARNi adicional puede
volverse a someter a prueba para determinar la estabilidad, y puede iterarse este proceso hasta que se encuentre
un agente de ARNI que presente la estabilidad deseada.

Pruebas in vivo

Puede someterse a prueba un agente de ARNi identificado como que puede inhibir la expresién génica de alfa-
ENaC para determinar la funcionalidad in vivo en un modelo animal (por ejemplo, en un mamifero, tal como en raton,
rata, cobaya o primate). Por ejemplo, el agente de ARNi puede administrarse a un animal, y el agente de ARNi
evaluarse con respecto a su biodistribucién, estabilidad y su capacidad para inhibir la expresion de alfa-ENaC o
modular un proceso bioldgico o patoldgico mediado al menos en parte por alfa-ENaC.

El agente de ARNi puede administrarse directamente al tejido diana, tal como mediante inyeccion, o el agente de
ARNi puede administrarse al modelo animal de la misma manera que se administraria a un ser humano.
Preferiblemente, el agente de ARNi se suministra a las vias respiratorias del sujeto, tal como mediante
administracion intranasal, inhalada o intratraqueal.

El agente de ARNi también puede evaluarse por su distribucién intracelular. La evaluacion puede incluir determinar
si el agente de ARNi se capté en la célula. La evaluacién también puede incluir determinar la estabilidad (por
ejemplo, la semivida) del agente de ARNi. La evaluacion de un agente de ARNi in vivo puede facilitarse mediante el
uso de un agente de ARNi conjugado con un marcador rastreable (por ejemplo, un marcador fluorescente tal como
fluoresceina; un marcador radiactivo, tal como *S, *P, ¥*p o *H; particulas de oro; o particulas de antigeno para
inmunohistoquimica).

El agente de ARNi puede evaluarse con respecto a su capacidad para regular por disminucion la expresion de alfa-
alfa-ENaC. Pueden medirse los niveles de expresion génica de alfa-ENaC in vivo, por ejemplo, mediante hibridacién
in situ, 0 mediante el aislamiento de ARN de tejido antes de y tras la exposicién al agente de ARNi. Cuando es
necesario sacrificar al animal para recoger el tejido, un animal control no tratado servira para la comparacion. Puede
detectarse ARN de alfa-ENaC mediante cualquier método deseado, incluyendo pero sin limitarse a RT-PCR,
transferencia de tipo Northern, ensayo de ADN ramificado o ensayo de proteccion de ARNasa. Alternativa o
adicionalmente, puede monitorizarse la expresion génica de alfa-ENaC mediante la realizacion de andlisis de in
inmunotransferencia de tipo Western o inmunotincion con extractos de tejido tratados con el agente de ARNi.

Pueden someterse a prueba posibles inhibidores de alfa-ENaC usando cualquier variedad de modelos animales que
se han desarrollado. Pueden administrarse composiciones que comprenden ARNic candidato(s), constructos o
vectores que pueden dirigir la sintesis de tales ARNic dentro de una célula huésped, o células modificadas mediante
ingenieria o manipuladas para contener ARNic candidatos, a un animal. Se evalla la capacidad de la composicion
para suprimir la expresion de alfa-ENaC y/o para modificar fenotipos dependientes de ENaC y/o reducir su
intensidad con relacién a animales que no han recibido el posible inhibidor de alfa-ENaC. Tales modelos incluyen,
pero no se limitan a, modelos murinos, de ratas, cobayas y primates no humanos para fenotipos dependientes de
ENaC, todos los cuales se conocen en la técnica y se usan para someter a prueba la eficacia de posibles agentes
terapéuticos de alfa-ENaC.

Utilizando los sistemas inventados para identificar agentes de ARNic terapéuticos candidatos, se seleccionan
agentes terapéuticos adecuados de los identificadores de duplex ND-8302, ND-8332, ND-8348, ND-8356, ND-8357,
ND-8373, ND-8381, ND-8396, ND-8450 y ND-8453, seleccionados de manera mas adecuada de ND-8356, ND-8357
y ND-8396.

Quimica de ARNi

Se describen en el presente documento agentes de ARNi aislados, por ejemplo, agentes de ARN bc que median
iIARN para inhibir la expresion del gen de alfa-ENaC.

Los agentes de ARN analizados en el presente documento incluyen ARN no modificado de otro modo asi como ARN
que se ha modificado, por ejemplo, para mejorar la eficacia, y polimeros de sustitutos de nucledsido. ARN no
modificado se refiere a una molécula en la que los componentes del acido nucleico, concretamente azlcares, bases,
y restos fosfato, son los mismos o esencialmente los mismos tal como se producen en la naturaleza, preferiblemente
tal como se producen de manera natural en el cuerpo humano. La técnica se ha referido a ARN raros o poco
comunes, pero que se producen de manera natural, como ARN modificados, véase, por ejemplo, Limbach et al.
Nucleic Acids Res. 22: 2183-2196, 1994. Tales ARN raros 0 poco comunes, a menudo denominados ARN
modificados (aparentemente porque son normalmente el resultado de una modificacion postranscripcional) estan
dentro de la expresion ARN no modificado, tal como se usa en el presente documento. ARN modificado tal como se
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usa se refiere en el presente documento a una molécula en la que uno o mas de los componentes del acido
nucleico, concretamente azlcares, bases y restos fosfato, son diferentes de los que se producen en la naturaleza,
preferiblemente diferentes de los que se producen en el cuerpo humano. Aunque se denominan “ARN” modificados”,
naturalmente incluirdn de hecho, debido a la modificacién, moléculas que no son ARN. Los sustitutos de nucleésido
son moléculas en las que la estructura principal de ribofosfato se reemplaza por un constructo distinto a ribofosfato
gue permite que se presenten las bases en la relacion espacial correcta de manera que la hibridacién es
sustancialmente similar a la que se observa con una estructura principal de ribofosfato, por ejemplo, miméticos no
cargados de la estructura principal de ribofosfato. Se analizan ejemplos de los anteriores en el presente documento.

Pueden incorporarse las modificaciones descritas en el presente documento en cualquier ARN bicatenario y
molécula de tipo ARN descritos en el presente documento, por ejemplo, un agente de ARNi. Puede ser deseable
modificar una o ambas de las hebras antisentido y sentido de un agente de ARNi. Como los acidos nucleicos son
polimeros de subunidades o monémeros, muchas de las modificaciones descritas a continuacion se producen en
una posicion que se repite dentro de un acido nucleico, por ejemplo, una modificaciéon de una base o un resto
fosfato, o el oxigeno que no se une de un resto fosfato. En algunos casos, la modificacion se producira en todas las
posiciones objeto en el acido nucleico pero en muchos, casos y de hecho en la mayoria, no lo hara. A modo de
ejemplo, puede producirse una modificacién s6lo en una posiciéon 3’ o 5’ terminal, puede producirse sélo en una
regién terminal, por ejemplo en una posicién en un nucleétido terminal o en los dltimos 2, 3, 4, 5 6 10 nucleétidos de
a hebra. Puede producirse una modificaciéon en una regién bicatenaria, una regién monocatenaria, o en ambas. Por
ejemplo, puede producirse una modificacion de fosforotioato en una posicién de O que no se une, sélo en uno o
ambos extremos terminales, puede producirse s6lo en una regién terminal, por ejemplo, en una posicién en un
nucleétido terminal o en los Ultimos 2, 3, 4, 5 6 10 nuclettidos de una hebra, o puede producirse en regiones
bicatenarias y monocatenarias, particularmente en los extremos terminales. De manera similar, puede producirse
una modificacién en la hebra sentido, la hebra antisentido, o ambas. En algunos casos, la hebra sentido y
antisentido tendran las mismas modificaciones o la misma clase de modificaciones, pero en otros casos la hebra
sentido y antisentido tendran diferentes modificaciones, por ejemplo, en algunos casos puede ser deseable modificar
sélo una hebra, por ejemplo la hebra sentido.

Dos objetivos principales para la introduccién de modificaciones en agentes de ARNi es su estabilizacion frente a la
degradacion en entornos biolégicos y la mejora de propiedades farmacolégicas, por ejemplo propiedades
farmacodinamicas, que se analizan adicionalmente a continuacion. Se describen otras modificaciones adecuadas a
un azlcar, una base o estructura principal de un agente de ARNi en la solicitud PCT n.° PCT/US2004/01193,
presentada el 16 de enero de 2004. Un agente de ARNi puede incluir una base que no se produce de manera
natural, tal como las bases descritas en la solicitud PCT n.° PCT/US2004/011822, presentada el 16 de abril de 2004.
Un agente de ARNi puede incluir un aztcar que no se produce de manera natural, tal como una molécula portadora
ciclica distinta a hidrato de carbono. Se describen caracteristicas a modo de ejemplo de azlcares que no se
producen de manera natural para su uso en agentes de ARNi en la solicitud PCT n.° PCT/US2004/11829,
presentada el 16 de abril de 2003.

Un agente de ARNi puede incluir una unién internucleotidica (por ejemplo, la union fosforotioato quiral) Gtil para
aumentar la resistencia a nucleasas. Ademas, o como alternativa, un agente de ARNi puede incluir un mimético de
ribosa para una resistencia a nucleasas aumentada. Se describen uniones internucleotidicas y miméticos de ribosa
para una resistencia a nucleasas aumentada a modo de ejemplo en la solicitud PCT n.° PCT/US2004/07070,
presentada el 8 de marzo de 2004.

Un agente de ARNi puede incluir monémeros y subunidades monoméricas conjugados con ligandos para la sintesis
de oligonucleétidos. Se describen monémeros a modo de ejemplo en la solicitud estadounidense n.° 10/916.185,
presentada el 10 de agosto de 2004.

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

Un agente de ARNi puede complejarse con un resto anfipatico. Se describen restos anfipaticos a modo de ejemplo
para su uso con agentes de ARNi en la solicitud PCT n.° PCT/US2004/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.

En otra realizacion, el agente de ARNi puede complejarse con un agente de administracién que presenta un
complejo modular. EI complejo puede incluir un agente portador unido a uno o mas de (preferiblemente dos o mas,
mas preferiblemente los tres de): (a) un agente de condensacion (por ejemplo, un agente que puede atraer, por
ejemplo, unir, un acido nucleico, por ejemplo, a través de interacciones ionicas o electrostaticas); (b) un agente
fusogénico (por ejemplo, un agente que puede fusionarse y/o transportarse a través de una membrana celular); y (c)
un grupo de direccionamiento, por ejemplo, un agente de direccionamiento celular o tisular, por ejemplo, una lectina,
una glicoproteina, un lipido o una proteina, por ejemplo, un anticuerpo, que se une a un tipo de célula especifico. Se
describen agentes de ARNi complejados con un agente de administracion en la soliciud PCT n.°
PCT/US2004/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.
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Un agente de ARNi puede tener apareamientos no canonicos, tales como entre las secuencias sentido y antisentido
del duplex de ARNi. Se describen caracteristicas a modo de ejemplo de agentes de ARNi no candnicos en la
solicitud PCT n.° PCT/US2004/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.

Resistencia a nucleasas potenciada

Un agente de ARNi, por ejemplo, un agente de ARNi que selecciona como diana alfa-ENaC, puede tener resistencia
a nucleasas potenciada.

Una manera de aumentar la resistencia es identificar sitios de escisién y modificar tales sitios para inhibir la escisién,
tal como se describe en la solicitud estadounidense n.° 60/559.917, presentada el 4 de mayo de 2004. Por ejemplo,
los dinuclettidos de 5-ua-3’, 5-ca-3', 5-ug-3’, 5-uu-3' 6 5’-cc-3' pueden servir como sitios de escisidon. En
determinadas realizaciones, todas las pirimidinas de un agente de ARNi portan una modificacién en 2’ en o bien la
hebra sentido, la hebra antisentido, o bien ambas hebras, y el agente de ARNi tiene por tanto resistencia a
endonucleasas potenciada. También puede lograrse una resistencia a nucleasas potenciada mediante la
modificacién del nucleétido en 5', lo que da como resultado, por ejemplo, al menos un dinucleétido de 5'-uridina-
adenina-3’ (5'-ua-3’) en el que la uridina es un nucleétido modificado en 2’; al menos un dinucleétido de 5'-citidina-
adenina-3' (5'-ca-3’), en el que la 5'-citidina es un nucledtido modificado en 2’; al menos un dinucleétido de 5'-
uridina-guanina-3’ (5’-ug-3’), en el que la 5’-uridina es un nucledétido modificado en 2’; al menos un dinucledtido de 5'-
uridina-uridina-3’ (5’-uu-3’), en el que la 5’-uridina es un nucledétido modificado en 2’; o al menos un dinucleétido de
5'-citidina-citidina-3' (5’-cc-3’), en el que la 5'-citidina es un nucle6tido modificado en 2’, tal como se describe en la
solicitud internacional n.° PCT/US2005/018931, presentada el 27 de mayo de 2005. El agente de ARNi puede incluir
al menos 2, al menos 3, al menos 4 o al menos 5 de tales dinucleétidos. En una realizacion particularmente
preferida, el nucleétido en 5’ en todas las apariciones de los motivos de secuencia 5'-ua-3’' y 5'-ca-3’ en o bien la
hebra sentido, la hebra antisentido, o bien ambas hebras es un nucleétido modificado. Preferiblemente, el nucleétido
en 5’ en todas las apariciones de los motivos de secuencia 5-ua-3’, 5’-ca-3' y 5’-ug-3’ en o bien la hebra sentido, la
hebra antisentido, o bien ambas hebras es un nucleétido modificado. Mas preferiblemente, todos los nucle6tidos de
pirimidina en la hebra sentido son nucleétidos modificados, y el nucleétido en 5’ en todas las apariciones de los
motivos de secuencia 5-ua-3' y 5'-ca-3' en la hebra antisentido son nucleé6tidos modificados, o cuando la hebra
antisentido no comprende ninguno de un motivo 5-ua-3’ y uno 5’-ca-3', en todas las apariciones del motivo de
secuencia 5’-ug-3'.

Preferiblemente, los nucledtidos modificados en 2’ incluyen, por ejemplo, una unidad de ribosa modificada en 2’, por
ejemplo, el grupo 2'-hidroxilo (OH) pueden modificarse o reemplazarse por varios sustituyentes “oxi” o “desoxi”
diferentes.

Los ejemplos de modificaciones “oxi” de grupo 2’-hidroxilo incluyen alcoxilo o ariloxilo (OR, por ejemplo, R = H,
alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o0 azucar); polietilenglicoles (PEG), O(CH2CH»0),CH>CH,O0R; &cidos
nucleicos “bloqueados” (LNA) en los que el 2’ hidroxilo se conecta, por ejemplo, mediante un puente de metileno, al
carbono en 4’ del mismo azulcar de ribosa; O-amina y aminoalcoxilo, O(CH.)y,-amina, (por ejemplo, amina = NHy;
alquilamino, dialquilamino, heterociclil-amino, arilamino, diaril-amino, heteroaril-amino, o diheteroaril-amino, etilen-
diamina, poliamino). Cabe destacar que los oligonucleétidos que contienen sélo el grupo metoxietilo (MOE),
(OCH,CH,0OCHj3, un derivado de PEG), presentan estabilidades para nucleasas comparables a los modificados con
la robusta modificacion de fosforotioato.

Las modificaciones “desoxi” incluyen hidrégeno (es decir, azlcares de desoxirribosa, que son de particular
relevancia para las partes de proyeccion de ARN parcialmente bc); halo (por ejemplo, fluoro); amino (por ejemplo,
NHa; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diaril-amino, heteroaril-amino, diheteroaril-amino, o
aminoéacido); NH(CH>CH>NH),CH2CH2-AMINA (AMINA = NHy; alquilamino, dialquilamino, heterociclil-amino,
arilamino, diaril-amino, heteroaril-amino o diheteroaril-amino), -NHC(O)R(R = alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo,
heteroarilo o azulcar), ciano; mercapto; alquil-tio-alquilo; tioalcoxilo; y alquilo, cicloalquilo, arilo, alquenilo y alquinilo,
que pueden estar opcionalmente sustituidos con, por ejemplo, una funcionalidad amino.

Sustituyentes preferidos son 2’-metoxietilo, 2’-OCHjs, 2’-O-alilo, 2'-C-alilo y 2'-fluoro.

La inclusion de azlcares de furanosa en la estructura principal de oligonucleétido también puede disminuir la
escisién endonucleolitica. Un agente de ARNi puede modificarse adicionalmente incluyendo un grupo catiénico en
3', o invirtiendo el nucledsido en el extremo 3’-terminal por una unién 3’-3'. En otra alternativa, el extremo 3'-terminal
puede bloquearse con un grupo aminoalquilo, por ejemplo, un 3’-C5-aminoalquil-dT. Otros conjugados en 3’ pueden
presentar escision endonucleolitica en 3'-5. Aunque sin limitarse por la teoria, un conjugado en 3’, tal como
naproxeno o ibuprofeno, puede inhibir la escision exonucleolitica bloqueando estéricamente que la exonucleasa se
una al extremo 3’ del oligonucledtido. Incluso pequefias cadenas de alquilo, grupos arilo o conjugados heterociclicos
o0 azucares modificados (D-ribosa, desoxirribosa, glucosa, etc.) pueden bloquear 3'-5-exonucleasas.
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También puede inhibirse la escision nucleolitica mediante la introduccién de modificaciones de grupo de unién de
fosfato, por ejemplo, uniones fosforotioato. Por tanto, los agentes de ARNi preferidos incluyen dimeros de
nucleétidos enriquecidos o puros para una forma quiral particular de un grupo fosfato modificado que contiene un
heteroatomo en la posiciéon que no forma puentes ocupada normalmente por oxigeno. El heteroatomo puede ser S,
Se, Nr2 0 Brs. Cuando el heteroatomo es S, se prefiere la uniéon Sp enriquecida o quiralmente pura. Enriquecido
significa al menos el 70, 80, 90, 95 o el 99% de la forma preferida. Las uniones fosfato modificadas son
particularmente eficaces en la inhibicién de la escisidn exonucleolitica cuando se introducen cerca de las posiciones
5’ 0 3'-terminales, y preferiblemente las posiciones 5'’-terminales, de un agente de ARN..

Los conjugados en 5’ también pueden inhibir la escision exonucleolitica en 5’-3'. Aunque sin limitarse por la teoria,
un conjugado en 5’, tal como naproxeno o ibuprofeno, puede inhibir la escisiébn exonucleolitica blogqueando
estéricamente que la exonucleasa se una al extremo 5' del oligonucleétido. Incluso pequefias cadenas de alquilo,
grupos arilo o conjugados heterociclicos o azGcares modificados (D-ribosa, desoxirribosa, glucosa, etc.) pueden
bloquear 3'-5’-exonucleasas.

Un agente de ARNi puede tener una resistencia a nucleasas aumentada cuando un agente de ARNi duplex incluye
una proyecciéon monocatenaria de nucleétidos en al menos un extremo. En realizaciones preferidas, la proyeccion de
nucleétidos incluye de 1 a 4, preferiblemente de 2 a 3, nucleétidos desapareados. En una realizacion preferida, el
nucleétido desapareado de la proyeccién monocatenaria que esta directamente adyacente al par de nucleétidos
terminal contiene una base purinica, y el par de nucleétidos terminal es un par G-C, o al menos dos de los ultimos
cuatro pares de nucledtidos complementarios son pares G-C. En realizaciones adicionales, la proyeccion de
nucleétidos puede tener 1 6 2 nucleétidos desapareados, y en una realizacion a modo de ejemplo, la proyeccién de
nucleétidos es 5’-gc-3'. En realizaciones preferidas, la proyeccion de nucleotidos esta en el extremo 3’ de la hebra
antisentido. En una realizaciéon, el agente de ARNi incluye el motivo 5-cgc-3' en el extremo 3’ de la hebra
antisentido, de manera que se forma una proyeccion de 2 nt 5’-gc-3'.

Por tanto, un agente de ARNi puede incluir modificaciones de modo que se inhiba la degradacién, por ejemplo,
mediante nucleasas, por ejemplo, endonucleasas o exonucleasas, que se encuentran en el cuerpo de un sujeto.
Estos mondémeros se denominan en el presente documento NRM, o0 monémeros que promueven la resistencia a
nucleasas, las modificaciones correspondientes, modificaciones de NRM. En muchos casos, estas modificaciones
modularan también otras propiedades del agente de ARNi, por ejemplo, la capacidad para interaccionar con una
proteina, por ejemplo, una proteina de transporte, por ejemplo, albiumina sérica, o un miembro del RISC, o la
capacidad de las secuencias primera y segunda para formar un ddplex entre si o para formar a daplex con otra
secuencia, por ejemplo, una molécula diana.

Pueden introducirse una o mas modificaciones de NRM diferentes en un agente de ARNi 0 en una secuencia de un
agente de ARNiI. Puede usarse una modificacion de NRM mas de una vez en una secuencia 0 en un agente de
ARNi.

Las modificaciones de NRM incluyen algunas que pueden situarse sélo en el extremo terminal y otras que pueden ir
en cualquier posicion. Algunas modificaciones de NRM pueden inhibir la hibridacion de modo que es preferible
usarlas so6lo en regiones terminales, y es preferible no usarlas en el sitio de escisiéon o en la regién de escision de
una secuencia que selecciona como diana una secuencia 0 gen objeto, particularmente en la hebra antisentido.
Pueden usarse en cualquier lugar en una hebra sentido, siempre que se mantenga una suficiente hibridacion entre
las dos hebras del agente de ARNi bc. En algunas realizaciones, es deseable poner el NRM en el sitio de escisién o
en la regién de escision de una hebra sentido, ya que puede minimizar el silenciamiento inespecifico.

En la mayoria de los casos, las modificaciones de NRM se distribuiran de diferente manera dependiendo de si se
componen de una hebra sentido o antisentido. Si son en una hebra antisentido, no deben insertarse modificaciones
gue interfieran en o inhiban la escisiéon por endonucleasas, en la regién que esta sometida a escision mediada por
RISC, por ejemplo, el sitio de escision o la region de escisién (tal como se describe en Elbashir et al., 2001, Genes
and Dev. 15: 188, incorporado al presente documento como referencia). La escision de la diana se produce
aproximadamente en la mitad de una hebra antisentido de 20 6 21 nt, o aproximadamente a 10 u 11 nucleétidos en
el sentido de 5’ con respecto al primer nucleétido en el ARNm diana que es complementario a la hebra antisentido.
Tal como se usa en el presente documento, sitio de escision se refiere a los nucleétidos en cualquier lado del sitio de
escision, en la diana o en la hebra del agente de ARNi que se hibrida como el mismo. Regién de escisién significa
los nucleétidos dentro de 1, 2 6 3 nucledtidos del sitio de escisién, en cualquier sentido.

Pueden introducirse tales modificaciones en las regiones terminales, por ejemplo, en la posicién terminal o con 2, 3,
4 6 5 posiciones del extremo terminal, de una hebra sentido o antisentido.

Ligandos fijados

Las propiedades de un agente de ARNiI, incluyendo sus propiedades farmacolégicas, pueden influenciarse y
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adaptarse a medida, por ejemplo, mediante la introduccién de ligandos, por ejemplo ligandos fijados. Ademas, las
propiedades farmacolégicas de un agente de ARNi pueden mejorarse incorporando un ligando en una formulacion
del agente de ARNi cuando el agente de ARNi o bien tiene o bien no tiene un ligando fijado.

Una amplia variedad de entidades, por ejemplo, ligandos, pueden fijarse a un agente de ARNi o usarse como aditivo
0 conjugado de formulacién, por ejemplo, al portador de una subunidad monomérica conjugada con ligando. Se
describen ejemplos a continuacién en el contexto de una subunidad monomérica conjugada con ligando pero que
sélo se prefiere, de entidades que pueden acoplarse en otros puntos a un agente de ARNi.

Restos preferidos son ligandos, que se acoplan, preferiblemente de manera covalente, o bien directa o bien
indirectamente, a través de una fijacién intermedia al portador. En realizaciones preferidas, el ligando se une al
portador a través de una fijacion intermedia. El ligando o ligando fijado puede estar presente en el monémero
conjugado con ligando cuando el monémero conjugado con ligando se incorpora en la hebra en crecimiento. En
algunas realizaciones, el ligando puede incorporarse en una subunidad monomérica conjugada con ligando
“precursora” tras haberse incorporado una subunidad monomérica conjugada con ligando “precursora” en la hebra
en crecimiento. Por ejemplo, puede incorporarse un mondémero que tiene, por ejemplo, una fijacion terminada en
amino, por ejemplo, TAP-(CH2),NH2 en una hebra sentido o antisentido en crecimiento. En una operacién posterior,
es decir, tras la incorporacién de la subunidad monomérica precursora en la hebra, puede unirse posteriormente un
ligando que tiene un grupo electréfilo, por ejemplo, un éster pentafluorofenilico o grupo aldehido, al monémero
conjugado con ligando precursor mediante acoplamiento del grupo electréfilo del ligando con el grupo nucledfilo
terminal de la fijacién de subunidad monomeérica conjugada con ligando precursora.

En realizaciones preferidas, un ligando altera la distribucion, el direccionamiento o la vida de un agente de ARNi en
el que se incorpora. En realizaciones preferidas, un ligando proporciona una afinidad potenciada por una diana
seleccionada, por ejemplo, molécula, célula o tipo de célula, compartimento, por ejemplo, un compartimento celular u
organico, tejido, 6rgano o regién del cuerpo, en comparacion, por ejemplo, con una especie en que esta ausente tal
ligando.

Los ligandos preferidos pueden mejorar propiedades de transporte, hibridacién y especificidad y también pueden
mejorar la resistencia a nucleasas del oligorribonucleétido natural o modificado resultante, o una molécula polimérica
que comprende cualquier combinacion de mondmeros descritos en el presente documento y/o ribonucleétidos
naturales o modificados.

Los ligandos en general pueden incluir modificadores terapéuticos, por ejemplo, para potenciar la captacion;
compuestos de diagndstico o grupos indicadores por ejemplo, para monitorizar la distribucion; agentes de
reticulacion; restos que confieren resistencia a nucleasas; y bases nitrogenadas naturales o poco comunes. Los
ejemplos generales incluyen moléculas lipéfilas, lipidos, lectinas, esteroides (por ejemplo, uvaol, hecogenina,
diosgenina), terpenos (por ejemplo, triterpenos, por ejemplo, sarsasapogenina, friedelina, &cido litocolico
derivatizado con epifriedelanol), vitaminas, hidratos de carbono (por ejemplo, un dextrano, pululano, quitina,
quitosano, polimeros sintéticos (por ejemplo, pentadecamero de oligo-lactato) y naturales (por ejemplo, de peso
molecular bajo y medio), inulina, ciclodextrina o acido hialurénico), proteinas, agentes de unién a proteina, moléculas
de seleccion como diana de integrina, moléculas policatidnicas, péptidos, poliaminas y peptidomiméticos. Otros
ejemplos incluyen acido félico o ligandos de receptores de células epiteliales, tales como transferina.

El ligando puede ser una molécula que se produce de manera natural o recombinante o sintética, tal como un
polimero sintético, por ejemplo, un poliaminoacido sintético. Los ejemplos de poliaminoacidos incluyen polilisina
(PLL), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-glutamico), copolimero de estireno-anhidrido de acido maleico,
copolimero de poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero de divinil éter-anhidrido maleico, copolimero de N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), poli(alcohol vinilico) (PVA), poliuretano, poli(acido 2-
etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida o polifosfazina. Los ejemplos de poliaminas incluyen: polietilenimina,
polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopéptido-poliamina, poliamina peptidomimética, poliamina
dendrimera, arginina, amidina, protamina, restos catidnicos, por ejemplo, lipido catiénico, porfirina catiénica, sal
cuaternaria de una poliamina o un péptido a-helicoidal.

Los ligandos también pueden incluir grupos de direccionamiento, por ejemplo, un agente de direccionamiento celular
o tisular, por ejemplo, una tirotropina, melanotropina, proteina de surfactante A, hidrato de carbono de mucina, un
poliaminoacido glicosilado, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato o un péptido Arg-Gly-Asp (RGD) o
peptidomimético de RGD.

Los ligandos pueden ser proteinas, por ejemplo, glicoproteinas, lipoproteinas, por ejemplo lipoproteinas de baja
densidad (LDL), o albiminas, por ejemplo albumina sérica humana (HSA), o péptidos, por ejemplo, moléculas que
tengan una afinidad especifica por un coligando, o anticuerpos, por ejemplo, un anticuerpo que se une a un tipo de
célula especificado tal como una célula cancerosa, célula endotelial o célula dsea. Los ligandos también pueden
incluir hormonas y receptores hormonales. También pueden incluir especies no peptidicas, tales como cofactores,
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lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, manosa multivalente o
fucosa multivalente.

El ligando puede ser una sustancia, por ejemplo un farmaco, que puede aumentar la captacion del agente de ARNi
en la célula, por ejemplo, perturbando el citoesqueleto celular, por ejemplo, perturbando los microtubulos,
microfilamentos y/o filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede ser, por ejemplo, taxol, vincristina,
vinblastina, citocalasina, nocodazol, jasplaquinolida, latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina, mioservina,
tetraciclina.

En un aspecto, el ligando es un lipido o una molécula basada en lipido. Una molécula lipidica o basada en lipido de
este tipo se une preferiblemente a una proteina del suero, por ejemplo, albumina sérica humana (HSA). Un ligando
de unién a HSA permite la distribucion del conjugado a un tejido diana, por ejemplo, tejido hepatico, incluyendo las
células parenquimatosas del higado. Otras moléculas que pueden unirse a HSA también pueden utilizarse como
ligandos. Por ejemplo, pueden usarse naproxeno o aspirina. Un ligando lipidico o basado en lipido puede (a)
aumentar la resistencia a la degradaciéon del conjugado, (b) aumentar el direccionamiento o el transporte a una
célula o membrana celular diana, y/o (c) puede usarse para ajustar la unién a una proteina del suero, por ejemplo,
HSA.

Puede utilizarse un ligando basado en lipido para modular, por ejemplo controlar la unién del conjugado a un tejido
diana. Por ejemplo, un ligando lipidico o basado en lipido que se une a HSA mas fuertemente tendra menor
probabilidad de direccionarse al rifién y por consiguiente tendra menor probabilidad de aclararse del cuerpo.

En una realizacién preferida, el ligando de base lipidica puede unirse a HSA. Preferiblemente, se une a HSA con
afinidad suficiente de manera que el conjugado se distribuira preferiblemente en un tejido distinto del rifién. Sin
embargo, se prefiere que la afinidad no sea tan fuerte que la unién HSA-ligando no pueda revertirse.

En otro aspecto, el ligando es un resto, por ejemplo, una vitamina o nutriente, que se capta por una célula diana, por
ejemplo, una célula en proliferacién. Estos son particularmente Gtiles para tratar trastornos caracterizados por una
proliferacién indeseable de células, por ejemplo, del tipo maligno o no maligno, por ejemplo, células cancerosas. Las
vitaminas a modo de ejemplo incluyen vitamina A, E y K. Otras vitaminas a modo de ejemplo incluyen las vitaminas
B, por ejemplo, acido félico, B12, riboflavina, biotina, piridoxal u otras vitaminas o nutrientes captados por las células
cancerosas.

En otro aspecto, el ligando es un agente de permeacioén celular, preferiblemente un agente de permeacion celular
helicoidal. Preferiblemente, el agente es anfipatico. Un agente a modo de ejemplo es un péptido tal como tat o
antenapedia. Si el agente es un péptido, puede moaodificarse, incluyendo un mimético peptidico, invertomeros,
enlaces no peptidicos o pseudopeptidicos, y el uso de D-aminoacidos. El agente helicoidal es preferiblemente un
agente alfa-helicoidal, que tiene preferiblemente una fase lip6fila y una fase lip6foba. El agente de permeacién
celular puede unirse covalentemente al agente de ARNi o ser parte de un complejo de ARNi-péptido.

Modificaciones de 5’-fosfato

En realizaciones preferidas, los agentes de ARNi estan fosforilados en 5’ o incluyen un anéalogo de fosforilo en el
extremo terminal 5’ principal. Las modificaciones de 5'-fosfato de la hebra antisentido incluyen aquéllas que son
compatibles con el silenciamiento génico mediado por RISC. Las modificaciones adecuadas incluyen: 5'-
monofosfato ((HO)2(O)P-0-5"); 5’-difosfato ((HO)2(O)P-OP(HO)(O)-0-5"); 5'-trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-
P(HO)(0O)-0-5’); caperuza de 5’-guanosina (metilada en 7 o no metilada) (7m-G-O-5-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-
P(HO)(0)-0-5"); caperuza de 5’-adenosina (Appp), y cualquier estructura de caperuza de nucleétidos modificada o
no modificada (N-O-5-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0O-5"); 5-monotiofosfato (fosforotioato; (HO)2(S)P-O-5);
5’-monoditiofosfato (fosforoditioato; (HO)(HS)(S)P-O-5’), 5'-fosforotiolato ((HO)2(O)P-S-5'); cualquier combinacién
adicional de monofosfato, difosfato y trifosfatos con oxigeno/azufre reemplazados (por ejemplo, 5'-alfa-tiotrifosfato,
5’-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5'-fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5', (HO)(NH2)(O)P-O-5’), 5'-alquilfosfonatos (R =
alquilo = metilo, etilo, isopropilo, propilo, etc., por ejemplo RP(OH)(O)-O-5-, (OH)2(O)P-5-CH,-), 5'-
alquileterfosfonatos (R = alquil éter = metoximetilo (MeOCH>-), etoximetilo, etc., por ejemplo RP(OH)(0)-O-5-).

La hebra sentido puede modificarse con el fin de desactivar la hebra sentido e impedir la formacion de un RISC
activo, reduciendo potencialmente de este modo los efectos inespecificos. Esto puede lograrse mediante una
modificacién que impide la fosforilacién en 5’ de la cadena sentido, por ejemplo mediante la modificaciéon con un 5'-
O-metil-ribonucledtido (véase Nykanen et al., (2001) ATP requirements and small interfering RNA structure in the
RNA interference pathway, Cell 107, 309-321). Pueden usarse también otras modificaciones que impiden la
fosforilacion, por ejemplo sustituyendo simplemente el 5-OH por H en lugar de O-Me. Alternativamente, puede
afadirse un grupo voluminoso grande al 5’-fosfato convirtiéndolo en un enlace fosfodiéster.

Bases nitrogenadas no naturales

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2432 157713

Nitropirrolilo y nitroindolilo son bases nitrogenadas no naturales que son miembros de una clase de compuestos
conocidos como bases universales. Las bases universales son aquellos compuestos que pueden reemplazar
cualquiera de las cuatro bases que se producen de manera natural sin afectar sustancialmente al comportamiento
de fusion o la actividad del daplex de oligonucleétido. A diferencia de las interacciones de enlaces de hidrégeno de
estabilizaciéon asociadas con las bases nitrogenadas que se producen de manera natural, se postula que los duplex
de oligonucleétido que contienen bases nitrogenadas de 3-nitropirrolilo se estabilizan Unicamente mediante el
apilado de interacciones. La ausencia de interacciones de enlaces de hidrégeno significativas con bases
nitrogenadas de nitropirrolilo obvia la especificidad por una base complementaria especifica. Ademas, diversos
informes confirman que 4, 5 y 6-nitroindolilo presentan muy poca especificidad por las cuatro bases naturales. De
manera interesante, un duplex de oligonucledtido que contiene 5-nitroindolilo era mas estable que los
correspondientes oligonucleétidos que contienen 4-nitroindolilo y 6-nitroindolilo. Se describen procedimientos para la
preparacion de 1-(2’-O-metil-B-D-ribofuranosil)-5-nitroindol en Gaubert, G.; Wengel, J. Tetrahedron Letters 2004, 45,
5629. Otras bases universales incluyen hipoxantinilo, isoinosinilo, 2-aza-inosinilo, 7-desaza-inosinilo, nitroimidazolilo,
nitropirazolilo, nitrobencimidazolilo, nitroindazolilo, aminoindolilo, pirrolopirimidinilo, y derivados estructurales de los
mismos. Para un andlisis mas detallado, que incluye procedimientos de sintesis, de nitropirrolilo, nitroindolilo, y otras
bases universales mencionadas anteriormente véanse Vallone et al., Nucleic Acids Research, 27(17):3589-3596
(1999); Loakes et al., J. Mol. Bio., 270:426-436 (1997); Loakes et al., Nucleic Acids Research, 22(20):4039-4043
(1994); Oliver et al., Organic Letters, Vol. 3(13):1977-1980 (2001); Amosova et al., Nucleic Acids Research,
25(10):1930-1934 (1997); Loakes et al., Nucleic Acids Research, 29(12):2437-2447 (2001); Bergstrom et al., J. Am.
Chem. Soc., 117:1201-1209 (1995); Franchetti et al., Biorg. Med. Chem. Lett. 11:67-69 (2001); y Nair et al.,
Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, 20(4-7):735-738 (2001).

El difluorotolilo es una base nitrogenada no natural que funciona como base universal. El difluorotolilo es un iséstero
de la base nitrogenada natural timina. Pero a diferencia de timina, el difluorotolilo no muestra selectividad apreciable
por ninguna de las bases naturales. Otros compuestos aromaticos que funcionan como bases universales y que son
aptos para la presente descripcion son 4-fluoro-6-metilbencimidazol y 4-metilbencimidazol. Ademas, los derivados
de isocarbostirililo relativamente hidréfobos 3-metil-isocarbostirililo, 5-metil-isocarbostirililo 'y 3-metil-7-propinil-
isocarbostirililo son bases universales que producen sélo una ligera desestabilizacion de duplex de oligonucleétido
en comparacion con la secuencia de oligonucleétido que contiene soélo bases naturales. Otras bases nitrogenadas
no naturales incluyen 7-azaindolilo, 6-metil-7-azaindolilo, imidazopiridinilo, 9-metil-imidazopiridinilo, pirrolopirazinilo,
isocarbostirililo, 7-propinil-isocarbostirililo, propinil-7-azaindolilo, 2,4,5-trimetilfenilo, 4-metilindolilo, 4,6-dimetilindolilo,
fenilo, naftalenilo, antracenilo, fenantracenilo, pirenilo, estilbenilo, tetracenilo, pentacenilo, y derivados estructurales
de los mismos. Para un andlisis mas detallado, que incluye procedimientos de sintesis, de difluorotolilo, 4-fluoro-6-
metilbencimidazol, 4-metilbencimidazol, y otras bases no naturales mencionadas anteriormente, véanse: Schweitzer
et al., J. Org. Chem., 59:7238-7242 (1994); Berger et al., Nucleic Acids Research, 28(15):2911-2914 (2000); Moran
et al.,, J. Am. Chem. Soc., 119:2056-2057 (1997); Morales et al., J. Am. Chem. Soc., 121:2323-2324 (1999); Guckian
et al.,, J. Am. Chem. Soc., 118:8182-8183 (1996); Morales et al., J. Am. Chem. Soc., 122(6):1001-1007 (2000);
McMinn et al., J. Am. Chem. Soc., 121:11585-11586 (1999); Guckian et al., J. Org. Chem., 63:9652-9656 (1998);
Moran et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 94:10506-10511 (1997); Das et al., J. Chem. Soc., Perkin Trans., 1:197-206
(2002); Shibata et al., J. Chem. Soc., Perkin Trans., 1:1605-1611 (2001); Wu et al., J. Am. Chem. Soc.,
122(32):7621-7632 (2000); O'Neill et al., J. Org. Chem., 67:5869-5875 (2002); Chaudhuri et al., J. Am. Chem. Soc.,
117:10434-10442 (1995); y la patente estadounidense n.° 6.218.108.

Transporte de agentes de ARNi a células

Sin desear limitarse mediante ninguna teoria, la similitud quimica entre agentes de ARNi conjugados con colesterol y
determinados constituyentes de las lipoproteinas (por ejemplo, colesterol, ésteres de colesterilo, fosfolipidos) puede
conducir a la asociacién de agentes de ARNi con lipoproteinas (por ejemplo, LDL, HDL) en sangre y/o la interaccién
del agente de ARNi con componentes celulares que tienen una afinidad por colesterol, por ejemplo componentes de
la ruta de transporte de colesterol. Las lipoproteinas asi como sus constituyentes se captan y procesan por células
mediante diversos mecanismos de transporte activos y pasivos, por ejemplo, sin limitacién, endocitosis de LDL unida
al receptor de LDL, endocitosis de LDL oxidadas o modificadas de otro modo a través de la interaccion con el
receptor depurador A, la captacion mediada por el receptor depurador B1 de HDL-colesterol en el higado,
pinocitosis, o transporte de colesterol a través de membranas mediante proteinas transportadoras de tipo ABC
(casete de union a ATP), por ejemplo ABC-Al, ABC-G1 o ABC-G4. Asi, los agentes de ARNi conjugados con
colesterol podrian disfrutar de una captacion facilitada mediante células que presentan tales mecanismos de
transporte, por ejemplo células del higado. Como tal, la presente descripcién proporciona evidencias y métodos
generales para agentes de ARNi de direccionamiento a células que expresan determinados componentes de
superficie celular, por ejemplo receptores, mediante conjugacién de un ligando natural para tal componente (por
ejemplo, colesterol) con el agente de ARNi, o mediante conjugacion de un resto quimico (por ejemplo, colesterol)
con el agente de ARNi que se asocia con o se une a un ligando natural para el componente (por ejemplo, LDL,
HDL).

Otras realizaciones
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Un agente de ARNI, puede producirse en una célula in vivo, por ejemplo, a partir de moldes de ADN exdgeno que se
suministran a la célula. Por ejemplo, los moldes de ADN pueden insertarse en vectores y usarse como vectores de
terapia génica. Los vectores de terapia génica pueden suministrarse a un sujeto mediante, por ejemplo, inyeccion
intravenosa, administracion local (patente estadounidense n.° 5.328.470), o mediante inyeccién estereotactica
(véase, por ejemplo, Chen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3054-3057, 1994). La preparacion farmacéutica del
vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable, o puede comprender
una matriz de liberacion lenta en la que se incluye el vehiculo de insercion génica. Los moldes de ADN, por ejemplo,
pueden incluir dos unidades de transcripcion, una que produce un transcrito que incluye la hebra superior de un
agente de ARNi y una que produce un transcrito que incluye la hebra inferior de un agente de ARNi. Cuando se
transcriben los moldes, se produce el agente de ARNI, y se procesa en fragmentos de agente de ARNic que median
el silenciamiento génico.

Formulacién

La presente descripcion también incluye composiciones y formulaciones farmacéuticas que incluyen compuestos de
ARNbc. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse de varias maneras dependiendo de si se desea el
tratamiento local o sistémico y de la zona que vaya a tratarse. La administracién puede ser tépica, pulmonar, por
ejemplo, mediante inhalacion o insuflacion de polvos o aerosoles, incluyendo mediante nebulizador; intratraqueal,
intranasal, epidérmica y transdérmica, oral o parenteral. La administracion parenteral incluye inyeccién o infusion
intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administracion intracraneal, por ejemplo,
intratecal o intraventricular.

Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para la administracién tépica pueden incluir parches
transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizaciones, liquidos y polvos. Pueden ser
necesarios o deseables portadores farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y
similares. También pueden ser utiles condones recubiertos, guantes y similares. Las formulaciones tépicas
preferidas incluyen aquéllas en las que los ARNbc estan en mezcla con un agente de administracién topica tal como
lipidos, liposomas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, esteroides, agentes quelantes y tensioactivos. Los
lipidos y liposomas preferidos incluyen neutros (por ejemplo, dioleoilfosfatidil-etanolamina = DOPE,
dimiristoilfosfatidil-colina = DMPC, diestearoilfosfatidil-colina) negativos (por ejemplo, dimiristoilfosfatidil-glicerol =
DMPG) y cationicos (por ejemplo, dioleoiltetrametilaminopropilo = DOTAP vy dioleoilfosfatidil-etanolamina = DOTMA),
por ejemplo bromuro de (+/-)-N-(3-aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis(dodeciloxi)-1-propanaminio = GAP-DLRIE).
Pueden encapsularse ARNbc dentro de liposomas o pueden formar complejos con los mismos, en particular a
liposomas catidnicos. Alternativamente, los ARNbc pueden complejarse con lipidos, en particular con lipidos
catiénicos. Los acidos grasos y ésteres incluyen pero no se limitan a acido araquidénico, acido oleico, acido
eicosanoico, acido laurico, acido caprilico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido
linoleico, &cido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerilo, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una acilcolina, o un éster alquilico Ciio (por ejemplo,
isopropilmiristato IPM), monoglicérido, diglicérido o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. Se describen
formulaciones tépicas en detalle en la solicitud de patente estadounidense con n.° de serie 09/315.298 publicada el
20 de mayo de 1999 .

Las composiciones y formulaciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o disoluciones en agua 0 medios no acuosas, capsulas, capsulas de gel, sobres,
comprimidos o minicomprimidos. Pueden ser deseables espesantes, agentes aromatizantes, diluyentes,
emulsionantes, adyuvantes de dispersion o aglutinantes. Formulaciones orales preferidas son aquéllas en las que se
administran ARNbc junto con uno o méas potenciadores de la penetracion, tensioactivos y agentes de quelaciéon. Los
tensioactivos preferidos incluyen acidos grasos y/o ésteres o sales de los mismos, acidos biliares y/o sales de los
mismos. Los &cidos/sales biliares preferidos incluyen acido quenodesoxicédlico (CDCA) y &cido
ursodesoxiquenodesoxicélico (UDCA), acido cdlico, acido deshidrocélico, acido desoxicdlico, acido glucdlico, acido
glicdlico, acido glicodesoxicdlico, acido taurocolico, acido taurodesoxicolico, tauro-24,25-dihidro-fusidato de sodio y
glicodihidrofusidato de sodio. Los acidos grasos preferidos incluyen acido araquiddnico, acido undecanoico, acido
oleico, acido laurico, acido caprilico, acido céaprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico,
acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-
ona, una acilcarnitina, una acilcolina, o un monoglicérido, un diglicérido o una sal farmacéuticamente aceptable de
los mismos (por ejemplo, de sodio). También se prefieren combinaciones de potenciadores de la penetracién, por
ejemplo, acidos/sales grasos en combinacién con acidos/sales biliares. Una combinacion particularmente preferida
es la sal de sodio de &cido laurico, acido caprico y UDCA. Potenciadores de la penetracion adicionales incluyen lauril
éter de polioxietileno-9, cetil éter de polioxietileno-20. Los ARNbc pueden suministrarse por via oral, en forma
granular incluyendo particulas secadas por pulverizacion, o complejarse para formar micro o nanoparticulas. Los
agentes de complejacion de ARNbc incluyen poli-aminoacidos; poliiminas; poliacrilatos; polialquilacrilatos,
polioxetanos, poli(cianoacrilatos de alquilo); gelatinas cationizadas, albiminas, almidones, acrilatos, polietilenglicoles
(PEG) y almidones; poli(cianoacrilatos de alquilo); poliiminas derivatizadas con DEAE, pululanos, celulosas y
almidones. Los agentes de complejacion particularmente preferidos incluyen quitosano, N-trimetilquitosano, poli-L-
lisina, polihistidina, poliornitina, poliesperminas, protamina, polivinilpiridina, politiodietilaminometiletilieno P(TDAE),
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poliaminoestireno (por ejemplo, p-amino), poli(cianoacrilato de metilo), poli(cianoacrilato de etilo), poli(cianoacrilato
de butilo), poli(cianoacrilato de isobutilo), poli(cianoacrilato de isohexilo), DEAE-metacrilato, DEAE-hexilacrilato,
DEAE-acrilamida, DEAE-albumina y DEAE-dextrano, polimetilacrilato, poli(acrilato de hexilo), poli(acido D,L-lactico),
poli(acido DL-lactico-co-glicélico (PLGA), alginato y polietilenglicol (PEG). Se describen formulaciones orales para
ARNbc y su preparacién en detalle en la solicitud estadounidense con n.° de serie 08/886.829 (presentada el 1 de
julio de 1997), n.° de serie 09/108.673 (presentada el 1 de julio de 1998), n.° de serie 09/256.515 (presentada el 23
de febrero de 1999), n.° de serie 09/082.624 (presentada el 21 de mayo de 1998) y n.° de serie 09/315.298
(presentada el 20 de mayo de 1999).

Las composiciones y formulaciones para administraciéon parenteral, intratecal o intraventricular pueden incluir
disoluciones acuosas estériles que también pueden contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados tales
como, pero sin limitarse a, potenciadores de la penetracién, compuestos portadores y otros portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, disoluciones, emulsiones y formulaciones que
contienen liposomas. Estas composiciones pueden generarse a partir de una variedad de componentes que
incluyen, pero no se limitan a, liquidos preformados, sélidos autoemulsionantes y semisdlidos autoemulsionantes.

Las formulaciones farmacéuticas, que pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria,
pueden prepararse segun técnicas convencionales bien conocidas en la industria farmacéutica. Tales técnicas
incluyen la etapa de poner en asociacion los principios activos con el/los portador(s) o excipiente(s) farmacéutico(s).
En general, se preparan las formulaciones poniendo en asociacion de manera uniforme e intima los principios
activos con portadores liquidos o portadores sélidos finamente divididos o ambos, y entonces, si es necesario,
conformando el producto.

Las composiciones pueden formularse en cualquiera de muchas formas de dosificacién posibles tales como, pero
sin limitarse a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, jarabes liquidos, geles blandos, supositorios y enemas. Las
composiciones también pueden formularse como suspensiones en medios acuosos, N0 acuosos 0 mixtos. Las
suspensiones acuosas pueden contener ademas sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension
incluyendo, por ejemplo, carboximetilcelulosa sédica, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizadores.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas pueden formularse y usarse como espumas. Las espumas
farmacéuticas incluyen formulaciones tales como, pero sin limitarse a, emulsiones, microemulsiones, cremas,
gelatinas y liposomas. Aunque son de naturaleza basicamente similar, estas formulaciones varian en los
componentes y la consistencia del producto final. La preparacion de tales composiciones y formulaciones la conocen
generalmente los expertos en las técnicas farmacéuticas y de formulacidn y puede aplicarse a la formulacion de las
composiciones.

Emulsiones

Las composiciones pueden prepararse y formularse como emulsiones. Las emulsiones son normalmente sistemas
heterogéneos de un liquido disperso en otro en forma de gotitas que superan habitualmente 0,1 um de diametro
(Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva
York, N.Y., volumen 1, pag. 199; Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.),
1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245; Block en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 2, pag. 335; Higuchi et al.,
en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, pag. 301). Las emulsiones son a
menudo sistemas bifasicos que comprenden dos fases liquidas inmiscibles mezcladas intimamente y dispersas
entre si. En general, las emulsiones pueden ser de la variedad de o bien agua en aceite (w/0) o bien aceite en agua
(o/w). Cuando una fase acuosa se divide finamente en y se dispersa como gotitas mindsculas en una fase oleosa en
masa, la composicion resultante se denomina emulsién de agua en aceite (w/0). Alternativamente, cuando una fase
oleosa se divide finamente en y se dispersa como gotitas mindsculas en una fase acuosa en masa, la composicién
resultante se denomina emulsién de aceite en agua (o/w). Las emulsiones pueden contener componentes
adicionales ademas de las fases dispersas, y el farmaco activo que puede estar presente como una disolucion en o
bien la fase acuosa, fase acuosa, la fase oleosa o bien por si mismo como una fase separada. También pueden
estar presentes excipientes farmacéuticos tales como emulsionantes, estabilizadores, tintes y antioxidantes en
emulsiones seglin sea necesario. Las emulsiones farmacéuticas también pueden ser emulsiones miltiples que se
componen de mas de dos fases tales como, por ejemplo, en el caso de emulsiones aceite en agua en aceite (o/w/0)
y de agua en aceite en agua (w/o/w). Tales formulaciones complejas proporcionan a menudo determinadas ventajas
gue no proporcionan las emulsiones binarias simples. Las emulsiones miltiples en las que gotitas de aceite
individuales de una emulsién o/w encierran pequefias gotitas de agua constituyen una emulsién w/o/w. Asimismo, un
sistema de gotitas de aceite encerradas en gloébulos de agua estabilizados en una fase continua oleosa proporciona
una emulsién o/w/o.
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Las emulsiones se caracterizan por poca 0 ninguna estabilidad termodinamica. A menudo, la fase dispersa o
discontinua de la emulsion se dispersa bien en la fase externa o continua y se mantiene en esta forma por medio de
emulsionantes o la viscosidad de la formulacion. Cualquiera de las fases de la emulsiéon puede ser un semisolido o
un solido, como es el caso de cremas y bases de pomada de tipo emulsién. Otros medios de estabilizacién de
emulsiones conllevan el uso de emulsionantes que pueden incorporarse en cualquier fase de la emulsion. Los
emulsionantes se clasifican ampliamente en cuatro categorias: tensioactivos sintéticos, emulsionantes que se
producen de manera natural, bases de absorcién y sélidos finamente divididos (Idson, en Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199).

Los tensioactivos sintéticos, también conocidos como agentes surfactantes, han encontrado una amplia aplicabilidad
en la formulacién de emulsiones y se han revisado en la bibliografia (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 285; Idson, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988,
volumen 1, pag. 199). Los tensioactivos son normalmente anfifilos y comprenden una parte hidréfila y una hidréfoba.
La razon de la naturaleza hidréfila con respecto a la hidréfoba del tensioactivo se ha denominado equilibrio
hidrofilo/lipofilo (HLB) y es una herramienta valiosa en la clasificacion y seleccion de tensioactivos en la preparacion
de formulaciones. Los tensioactivos pueden clasificarse en diferentes clases basandose en la naturaleza del grupo
hidréfilo: no iénicos, aniénicos, catidnicos y anféteros (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger
y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 285).

Los emulsionantes que se producen de manera natural usados en formulaciones de emulsion incluyen lanolina, cera
de abejas, fosfatidos, lecitina y goma arabiga. Las bases de absorcion presentan propiedades hidréfilas de manera
que pueden empaparse con agua para formar emulsiones w/o mientras que conservan sus consistencias
semisolidas, tales como lanolina anhidra y vaselina hidréfila. Los sélidos finamente divididos también se han usado
como buenos emulsionantes especialmente en combinacién con tensioactivos y en preparaciones viscosas. Estos
incluyen sélidos inorganicos polares, tales como hidroxidos de metales pesados, arcillas sin hinchamiento tales
como bentonita, attapulgita, hectorita, caolin, montmorillonita, silicato de aluminio coloidal y silicato de aluminio y
magnesio coloidal, pigmentos y sélidos apolares tales como carbono o triestearato de glicerilo.

Una gran variedad de materiales no emulsionantes también se incluyen en formulaciones de emulsién y contribuyen
a las propiedades de las emulsiones. Estos incluyen grasas, aceites, ceras, 4cidos grasos, alcoholes grasos, ésteres
grasos, humectantes, coloides hidréfilos, conservantes y antioxidantes (Block, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 335; Idson, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
volumen 1, pag. 199).

Los coloides hidrofilos o hidrocoloides incluyen gomas que se producen de manera natural y polimeros sintéticos
tales como polisacaridos (por ejemplo, goma arabiga, agar, acido alginico, carragenanos, goma guar, goma karaya y
goma tragacanto), derivados de celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa y carboxipropilcelulosa), y polimeros
sintéticos (por ejemplo, carbomeros, éteres de celulosa y polimeros de carboxivinilo). Estos se dispersan o se
hinchan en agua para formar disoluciones coloidales que estabilizan las emulsiones mediante la formacién de
fuertes peliculas interfaciales alrededor de las gotitas de la fase dispersa y aumentando la viscosidad de la fase
externa.

Puesto que las emulsiones contienen a menudo varios componentes tales como hidratos de carbono, proteinas,
esteroles y fosfatidos que pueden soportar facilimente el crecimiento de microbios, estas formulaciones incorporan a
menudo conservantes. Los conservantes usados cominmente incluidos en formulaciones de emulsion incluyen
metil-parabeno, propil-parabeno, sales de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, ésteres de acido p-
hidroxibenzoico, y acido bérico. También se afiaden cominmente antioxidantes a formulaciones de emulsion para
impedir el deterioro de la formulacion. Los antioxidantes usados pueden ser eliminadores de radicales libres tales
como tocoferoles, galatos de alquilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado o agentes reductores tales como
acido ascorbico y metabisulfito de sodio, y agentes sinérgicos antioxidantes tales como acido citrico, acido tartarico y
lecitina.

La aplicacion de formulaciones de emulsion a través de vias dermatolégicas, orales y parenterales y métodos para
su fabricacién se ha revisado en la bibliografia (Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199). Las formulaciones de emulsion
para administracion oral se han usado ampliamente debido a su facilidad de formulacion, asi como la eficacia desde
un punto de vista de la absorcion y biodisponibilidad (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245; Idson, en Pharmaceutical Dosage
Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 199). Los
laxantes con base de aceite mineral, las vitaminas solubles en lipidos y preparaciones nutritivas ricas en grasas
estan entre los materiales que se han administrado comidnmente por via oral como emulsiones o/w.

En una realizacién, las composiciones de ARNbc y acidos nucleicos se formulan como microemulsiones. Una
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microemulsion puede definirse como un sistema de agua, aceite y anfiflo que es una disolucién liquida
termodinamicamente estable y Opticamente isotrépica individual (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245).
Normalmente, las microemulsiones son sistemas que se preparan dispersando en primer lugar un aceite en una
disolucién acuosa de tensioactivo y afiadiendo luego una cantidad suficiente de un cuarto componente,
generalmente un alcohol de longitud de cadena intermedia para formar un sistema transparente. Por tanto, también
se han descrito las microemulsiones como dispersiones termodinamicamente estables, isotrOpicamente
transparentes de dos liquidos inmiscibles que se estabilizan mediante peliculas interfaciales de moléculas
surfactantes (Leung y Shah, en: Controlled Release of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed.,
1989, VCH Publishers, Nueva York, paginas 185-215). Las microemulsiones se preparan comunmente a través de
una combinacién de tres a cinco componentes que incluyen aceite, agua, tensioactivo, cotensioactivo y electrolito. Si
la microemulsién es un tipo de agua en aceite (w/0) o de aceite en agua (o/w) depende de las propiedades del aceite
y tensioactivo usados y de la estructura y empaquetamiento geométrico de las cabezas polares y colas
hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo (Schott, en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 1985, pag. 271).

El enfoque fenomenoldgico que utiliza diagramas de fases se ha estudiado extensamente y ha producido un
conocimiento exhaustivo, para un experto en la técnica, de cémo formular microemulsiones (Rosoff, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
volumen 1, pag. 245; Block, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 335). En comparacion con las emulsiones convencionales, las
microemulsiones ofrecen la ventaja de solubilizar farmacos insolubles en agua en una formulacion de gotitas
termodinamicamente estables que se forman espontadneamente.

Los tensioactivos usados en la preparacion de microemulsiones incluyen, pero no se limitan a, tensioactivos ionicos,
tensioactivos no idnicos, Brij 96, oleil éteres de polioxietileno, ésteres de acidos grasos de poliglicerol, monolaurato
de tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (M0310), monooleato de hexaglicerol (P0310), pentaoleato de
hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (M0750), sequioleato de
decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DA0750), solos o en combinacién con cotensioactivos. El
cotensioactivo, habitualmente un alcohol de cadena corta tal como etanol, 1-propanol y 1-butanol, sirve para
aumentar la fluidez interfacial mediante la penetracion en la pelicula de tensioactivo y por consiguiente la creacién
de una pelicula desordenada debido al espacio vacio generado entre las moléculas de tensioactivo. Pueden
prepararse microemulsiones, sin embargo, sin el uso de cotensioactivos y se conocen en la técnica sistemas de
microemulsiones autoemulsionantes libres de alcohol. La fase acuosa puede ser normalmente, pero no se limita a,
agua, una disolucién acuosa del farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceroles, propilenglicoles y derivados de
etilenglicol. La fase de aceite puede incluir, pero no se limita a, materiales tales como Captex 300, Captex 355,
Capmul MCM, ésteres de acidos grasos, mono, di y tri-glicéridos de cadena media (Cs-Ci2), ésteres de acidos
grasos de glicerilo polioxietilados, alcoholes grasos, glicéridos poliglicolizados, glicéridos Cs-Cio poliglicolizados
saturados, aceites vegetales y aceite de silicona.

Las microemulsiones son de interés particularmente desde el punto de vista de la solubilizacion de farmacos y la
absorcién potenciada de farmacos. Se ha propuesto que las microemulsiones de base lipidica (tanto o/w como w/0)
potencian la biodisponibilidad oral de farmacos, incluyendo péptidos (Constantinides et al., Pharmaceutical
Research, 1994, 11, 1385-1390; Ritschel, Met. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Las microemulsiones
proporcionan las ventajas de una solubilizacién de farmacos mejorada, proteccion del farmaco frente a hidrélisis
enzimatica, posible potenciacién de la absorcion de farmacos debido a alteraciones inducidas por tensioactivo en la
fluidez y permeabilidad de membrana, facilidad de preparacion, facilidad de administracion oral con respecto a
formas de dosificacion sélidas, potencia clinica mejorada y toxicidad reducida (Constantinides et al., Pharmaceutical
Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci.,, 1996, 85, 138-143). A menudo, pueden formarse
espontaneamente microemulsiones cuando sus componentes se ponen juntos a la temperatura ambiental. Esto
puede ser particularmente ventajoso cuando se formulan farmacos, péptidos o ARNbc termolabiles. Las
microemulsiones también han sido eficaces en la administracion transdérmica de componentes activos en
aplicaciones tanto cosméticas como farmacéuticas. Se espera que las composiciones y formulaciones de
microemulsion faciliten la absorcion sistémica aumentada de ARNbc y acidos nucleicos desde el tracto
gastrointestinal, asi como que mejoren la captacion celular local de ARNbc y acidos nucleicos dentro del tracto
gastrointestinal, la vagina, la cavidad bucal y otras zonas de administracion.

Las microemulsiones también pueden contener aditivos y componentes adicionales tales como monoestearato de
sorbitano (Grill 3), Labrasol y potenciadores de la penetracién para mejorar las propiedades de la formulacion y para
potenciar la absorcion de los ARNbc y acidos nucleicos de la presente invencion. Los potenciadores de la
penetracion usados en las microemulsiones pueden clasificarse como pertenecientes a una de cinco categorias
amplias, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y compuestos no quelantes y no
tensioactivos (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92). Cada una de estas
clases se ha analizado anteriormente.
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Liposomas

Existen muchas estructuras de tensioactivos organizadas ademas de las microemulsiones que se han estudiado y
usado para la formulacién de farmacos. Estas incluyen monocapas, micelas, bicapas y vesiculas. Las vesiculas,
tales como liposomas, han atraido un gran interés debido a su especificidad y la duraciéon de accién que ofrecen
desde el punto de vista de la administracién de farmacos. El término “liposoma” significa una vesicula que se
compone de lipidos anfifilos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas.

Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que tienen una membrana formada de un material lip&filo
y un interior acuoso. La parte acuosa contiene la composicién que va a administrarse. Los liposomas catidnicos
presentan la ventaja de poder fusionarse a la pared celular. Los liposomas no cationicos, aunque no pueden
fusionarse de manera tan eficaz con la membrana celular, se captan por macréfagos in vivo.

Con el fin de atravesar la piel intacta de mamiferos, las vesiculas lipidicas deben pasar a través de una serie de
poros finos, cada uno con un didmetro de menos de 50 nm, bajo la influencia de un gradiente transdérmico
adecuado. Por tanto, es deseable usar un liposoma que sea sumamente deformable y que pueda pasar a través de
tales poros finos.

Las ventajas adicionales de los liposomas incluyen; los liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos naturales son
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar una amplia gama de farmacos solubles en agua y
solubles en lipidos; los liposomas pueden proteger farmacos encapsulados en sus compartimentos internos frente al
metabolismo y la degradacién (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., volumen 1, pag. 245). Consideraciones importantes en la preparacion de
formulaciones de liposomas son la carga superficial de lipidos, el tamafio de vesicula y el volumen acuoso de los
liposomas.

Los liposomas son (tiles para la transferencia y la administracion de principios activos al sitio de accién. Debido a
gue la membrana liposomal es estructuralmente similar a las membranas biolégicas, cuando se aplican liposomas a
un tejido, los liposomas comienzan a fusionarse con las membranas celulares y a medida que avanza la fusion de
los liposomas y la célula, se vacia el contenido liposomal en la célula donde puede actuar el principio activo.

Las formulaciones liposomales han sido el centro de atencidén de una extensa investigacién como el modo de
administracion para muchos farmacos. Cada vez hay mas evidencias de que para la administracién topica, los
liposomas presentan varias ventajas con respecto a otras formulaciones. Tales ventajas incluyen efectos
secundarios reducidos relacionados con la alta absorcién sistémica del farmaco administrado, acumulacion
aumentada del farmaco administrado en la diana deseada y la capacidad para administrar una amplia variedad de
farmacos, tanto hidrofilos como hidréfobos, en la piel.

Varios informes han detallado la capacidad de los liposomas para suministrar agentes incluyendo ADN de alto peso
molecular en la piel. Se han administrado compuestos que incluyen analgésicos, anticuerpos, hormonas y ADN de
alto peso molecular a la piel. La mayoria de aplicaciones dio como resultado la seleccién como diana de la parte
superior de la epidermis.

Los liposomas se clasifican en dos clases amplias. Los liposomas cationicos son liposomas cargados positivamente
gue interaccionan con moléculas de ADN cargadas negativamente para formar un complejo estable. EI complejo de
liposomas/ADN cargado positivamente se une a la superficie celular cargada negativamente y se internaliza en un
endosoma. Debido al pH éacido dentro del endosoma, se rompen los liposomas, liberando su contenido en el
citoplasma de la célula (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Los liposomas que son sensibles al pH o estan cargados negativamente, atrapan el ADN mas que complejarse con
el mismo. Puesto que tanto el ADN como el lipido estan cargados de manera similar, se produce repulsion mas que
formacion de complejo. No obstante, cierta cantidad de ADN queda atrapada dentro del interior acuoso de estos
liposomas. Se han usado liposomas sensibles al pH para suministrar ADN que codifica para el gen de la timidina
cinasa a monocapas celulares en cultivo. Se detecto la expresion del gen exdgeno en las células diana (Zhou et al.,
Journal of Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

Un tipo importante de composicion liposomal incluye fosfolipidos distintos a la fosfatidilcolina derivada de manera
natural. Pueden formarse composiciones de liposomas neutros, por ejemplo, a partir de dimiristoil-fosfatidilcolina
(DMPC) o dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC). Las composiciones de liposomas anioénicos se forman generalmente a
partir de dimiristoil-fosfatidilglicerol, mientras que se forman liposomas aniénicos fusogénicos principalmente a partir
de dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE). Se forma otro tipo de composicion liposomal a partir de fosfatidilcolina (PC)
tal como, por ejemplo, PC de soja y PC de huevo. Se forma otro tipo a partir de mezclas de fosfolipido y/o
fosfatidilcolina y/o colesterol.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2432 157713

Varios estudios han evaluado la administracién tépica de formulaciones farmacoldgicas liposomales a la piel. La
aplicacion de liposomas que contienen interferén a piel de cobayas dio como resultado una reduccion de Ulceras
herpéticas cutaneas mientras que la administracion de interferén a través de otros medios (por ejemplo, como
disolucién o como emulsion) fueron ineficaces (Weiner et al., Journal of Drug Targeting, 1992, 2, 405-410). Ademas,
un estudio adicional sometié a prueba la eficacia de interferon administrado como parte de una formulacion
liposomal con respecto a la administracion de interferén usando un sistema acuoso, y concluy6 que la formulacion
liposomal era superior a la administracion acuosa (du Plessis et al., Antiviral Research, 1992, 18, 259-265).

Los sistemas liposomales no i6nicos también se han examinado para determinar su utilidad en la administracion de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comprenden tensioactivo no i6nico y colesterol. Se usaron
formulaciones liposomales no idnicas que comprende Novasome.TM. | (dilaurato de glicerilo/colesterol/estearil éter
de polioxietileno-10) y Novasome.TM. Il (diestearato de glicerilo/colesterol/estearil éter de polioxietileno-10) para
administrar ciclosporina-A a la dermis de piel de ratén. Los resultados indicaron que tales sistemas liposomales no
ibnicos eran eficaces para facilitar la deposicion de ciclosporina-A en diferentes capas de la piel (Hu et al.
S.T.P.Pharma. Sci., 1994, 4, 6, 466).

Los liposomas también incluyen liposomas “estabilizados estéricamente”, una expresiéon que, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se
incorporan en liposomas, dan como resultados vidas de circulacién potenciadas con relacion a liposomas que
carecen de tales lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquéllos en los que
parte de la parte lipidica de formacién de vesiculas de los liposomas (A) comprende uno o mas glicolipidos, tales
como monosialogangliésido Gn1, o (B) se derivatiza con uno o mas polimeros hidréfilos, tales como un resto de
polietilenglicol (PEG). Aungque no desea limitarse por ninguna teoria particular, se cree en la técnica que, al menos
para liposomas estabilizados estéricamente que contienen ganglidsidos, esfingomielina o lipidos derivatizados con
PEG, la semivida de circulacion potenciada de estos liposomas estabilizados estéricamente se deriva de una
captacion reducida en las células del sistema reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu
et al., Cancer Research, 1993, 53, 3765).

Diversos liposomas que comprenden uno o mas glicolipidos se conocen en la técnica. Papahadjopoulos et al. (Ann.
N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) notificaron la capacidad del monosialogangliésido Gml1, sulfato de galactocerebrésido
y fosfatidilinositol para mejorar las semividas en sangre de los liposomas. Estos hallazgos se expusieron por
Gabizon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85, 6949). La patente estadounidense n.° 4.837.028 y el
documento WO 88/04924, ambos concedidos a Allen et al., dan a conocer liposomas que comprenden (1)
esfingomielina y (2) el gangliésido Gm1 o un éster de sulfato de galactocerebrésido. La patente estadounidense n.°
5.543.152 (Webb et al.) da a conocer liposomas que comprenden esfingomielina. Se dan a conocer liposomas que
comprenden 1,2-sn-dimiristoilfosfatidilcolina en el documento WO 97/13499 (Lim et al).

Muchos liposomas que comprenden lipidos derivatizados con uno o mas polimeros hidréfilos, y métodos de
preparacion de los mismos, se conocen en la técnica. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1980, 53, 2778)
describieron liposomas que comprenden un detergente no iénico, 2Ci215s, que contiene un resto de PEG. lllum et al.
(FEBS Lett., 1984, 167, 79) indicaron que el recubrimiento hidréfilo de particulas de poliestireno con glicoles
poliméricos da como resultado semividas en sangre potenciadas significativamente. Se describen fosfolipidos
sintéticos modificados mediante la unidn de grupos carboxilicos de polialquilenglicoles (por ejemplo, PEG) por Sears
(patentes estadounidenses n.°® 4.426.330 y 4.534.899). Klibanov et al. (FEBS Lett., 1990, 268, 235) describieron
experimentos que demuestran que liposomas que comprenden fosfatidiletanolamina (PE) derivatizados con PEG o
estearato de PEG tienen aumentos significativos en las semividas de circulacién en sangre. Blume et al. (Biochimica
et Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) extendieron tales observaciones a otros fosfolipidos derivatizados con PEG, por
ejemplo, DSPE-PEG, formado a partir de la combinacion de diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) y PEG. Se
describen liposomas que tienen restos de PEG unidos covalentemente en su superficie externa en la patente
europea n.° EP 0 445 131 B1 y el documento WO 90/04384 concedido a Fisher. Se describen composiciones de
liposomas que contienen el 1-20 por ciento molar de PE derivatizado con PEG, y métodos de uso de las mismas, por
Woodle et al. (patentes estadounidenses n.®® 5.013.556 y 5.356.633) y Martin et al. (patente estadounidense n.°
5.213.804 y patente europea n.° EP 0 496 813 B1). Se dan a conocer liposomas que comprenden varios de otros
conjugados de lipido-polimero en el documento WO 91/05545 y la patente estadounidense n.° 5.225.212 (ambos
concedidos a Martin et al.) y en el documento WO 94/20073 (Zalipsky et al.). Se describen liposomas que
comprenden lipidos de ceramida modificados con PEG en el documento WO 96/10391 (Choi et al). La patente
estadounidense n.° 5.540.935 (Miyazaki et al.) y la patente estadounidense n.° 5.556.948 (Tagawa et al.) describen
liposomas que contienen PEG que pueden derivatizarse adicionalmente con restos funcionales en sus superficies.

Un namero limitado de liposomas que comprenden acidos nucleicos se conocen en la técnica. El documento WO
96/40062 concedido a Thierry et al. da a conocer métodos para encapsular acidos nucleicos de alto peso molecular
en liposomas. La patente estadounidense n.° 5.264.221 concedida a Tagawa et al. da a conocer liposomas unidos a
proteina y afirma que el contenido de tales liposomas puede incluir ARNbc. La patente estadounidense n.° 5.665.710
concedida a Rahman et al. describe determinados métodos de encapsulacion de oligodesoxinucleétidos en
liposomas. El documento WO 97/04787 concedido a Love et al. da a conocer liposomas que comprenden ARNbc
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que seleccionan como diana el gen raf.

Los transfersomas son aun otro tipo de liposomas, y son agregados lipidicos sumamente deformables que son
candidatos atractivos para vehiculos de administracién de farmacos. Los transfersomas pueden describirse como
gotitas de lipido que son tan sumamente deformables que pueden penetrar faciimente a través de poros que son
mas pequefios que la gotita. Los transfersomas son adaptables al entorno en el que se usan, por ejemplo presentan
autooptimizacion (adaptativos a la forma de los poros en la piel), presentan autorreparacion, frecuentemente
alcanzan sus dianas sin fragmentarse, y a menudo presentan autocarga. Para preparar transfersomas es posible
afiadir activadores de bordes superficiales, habitualmente tensioactivos, a una composicién liposomal convencional.
Los transfersomas se han usado para administrar albimina sérica a la piel. La administracion mediada por
transfersomas de albumina sérica ha mostrado ser tan eficaz como inyeccién subcutanea de una disolucion que
contiene albumina sérica.

Los tensioactivos encuentran una amplia aplicacion en formulaciones tales como emulsiones (incluyendo
microemulsiones) y liposomas. La manera mas comun de clasificar y categorizar las propiedades de los muchos
tipos de tensioactivos diferentes, tanto naturales como sintéticos, es mediante el uso del equilibrio hidréfilo/lipéfilo
(HLB). La naturaleza del grupo hidrofilo (también conocido como “cabeza”) proporciona el medio mas (til para
categorizar los diferentes tensioactivos usados en las formulaciones (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, pag. 285).

Si la molécula de tensioactivo no esté ionizada, se clasifica como tensioactivo no iénico. Los tensioactivos no iénicos
encuentran una amplia aplicacién en productos farmacéuticos y cosméticos y pueden usarse a lo largo de un amplio
intervalo de valores de pH. En general, sus valores de HLB oscilan entre 2 y aproximadamente 18 dependiendo de
su estructura. Los tensioactivos no ionicos incluyen ésteres no idnicos tales como ésteres de etilenglicol, ésteres de
propilenglicol, ésteres de glicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitano, ésteres de sacarosa y ésteres
etoxilados. También estan incluidos en esta clase las alcanolamidas y los éteres no i6nicos tales como etoxilatos de
alcoholes grasos, alcoholes propoxilados y polimeros de bloque etoxilados/propoxilados. Los tensioactivos de
polioxietileno son los miembros mas populares de la clase de tensioactivos no ionicos.

Si la molécula de tensioactivo porta una carga negativa cuando se disuelve o se dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como anidnico. Los tensioactivos anionicos incluyen carboxilatos tales como jabones, acil-lactilatos, acil-
amidas de aminodacidos, ésteres de acido sulfarico tal como alquilsulfatos y alquilsulfatos etoxilados, sulfonatos tales
como alquil-bencenosulfonatos, acil-isetionatos, acil-tauratos y sulfosuccinatos y fosfatos. Los miembros mas
importantes de la clase de tensioactivos anionicos son los alquilsulfatos y los jabones.

Si la molécula de tensioactivo porta una carga positiva cuando se disuelve o se dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como cationico. Los tensioactivos catiénicos incluyen sales de amonio cuaternario y aminas etoxiladas. Las
sales de amonio cuaternario son los miembros mas usados de esta clase.

Si la molécula de tensioactivo tiene la capacidad de portar una carga o bien positiva o bien negativa, el tensioactivo
se clasifica como anfétero. Los tensioactivos anféteros incluyen derivados del &cido acrilico, alquilamidas sustituidas,
N-alquilbetainas y fosfatidos.

Se ha revisado el uso de tensioactivos en productos farmacoldgicos, formulaciones y en emulsiones (Rieger, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, pag. 285).

Potenciadores de la penetracién

En una realizacion, la presente descripcion emplea diversos potenciadores de la penetracidon para efectuar la
administracion eficaz de acidos nucleicos, particularmente ARNbc, a la piel de animales. La mayoria de los farmacos
estan presentes en disolucion en formas tanto ionizadas como no ionizadas. Sin embargo, habitualmente sélo los
farmacos solubles en lipidos o farmacos lipdfilos atraviesan facilmente las membranas celulares. Se ha descubierto
que incluso los farmacos no lipéfilos pueden atravesar membranas celulares si la membrana que va a atravesarse
se trata con un potenciador de la penetracion. Ademas de ayudar a la difusion de farmacos no lipéfilos a través de
membranas celulares, los potenciadores de la penetracién también potencian la permeabilidad de farmacos lipdfilos.

Los potenciadores de la penetracién pueden clasificarse como pertenecientes a una de cinco categorias amplias, es
decir, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes quelantes y compuestos no quelantes y no tensioactivos
(Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92). Cada una de las clases
mencionadas anteriormente de potenciadores de la penetracién se describen a continuacion en mayor detalle.

Tensioactivos: en relacion con la presente descripcion, los tensioactivos (0 “agentes surfactantes”) son entidades
quimicas que, cuando se disuelven en una disolucidon acuosa, reducen la tensién superficial de la disolucién o la
tension interfacial entre la disolucion acuosa y otro liquido, con el resultado de que se potencia la absorcion de
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ARNbc a través de la mucosa. Ademas de sales biliares y acidos grasos, estos potenciadores de la penetracion
incluyen, por ejemplo, laurilsulfato de sodio, lauril éter de polioxietileno-9 y cetil éter de polioxietileno-20) (Lee et al.,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92); y emulsiones perfluoroquimicas, tales como
FC-43 (Takahashi et al., J. Pharm. Pharmacol., 1988, 40, 252).

Acidos grasos: diversos acidos grasos y sus derivados que actiian como potenciadores de la penetracion incluyen,
por ejemplo, acido oleico, acido laurico, acido caprico (acido n-decanoico), acido miristico, acido palmitico, acido
estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, monooleina (1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina,
acido caprilico, acido araquidénico, 1-monocaprato de glicerol, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas,
acilcolinas, ésteres alquilicos Ci- Cio de los mismos (por ejemplo, metilico, isopropilico y t-butilico), y mono y di-
glicéridos de los mismos (es decir, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, etc.) (Lee et al.,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 92; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug
Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; El Hariri et al., J. Pharm. Pharmacol., 1992, 44, 651-654).

Sales biliares: el papel fisiolégico de la bilis incluye la facilitacion de la dispersion y la absorcion de lipidos y
vitaminas solubles en grasas (Brunton, capitulo 38 en: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics, 92 Ed., Hardman et al. Eds., McGraw-Hill, Nueva York, 1996, pags. 934-935). Diversas sales biliares
naturales, y sus derivados sintéticos, actian como potenciadores de la penetracién. Por tanto la expresion “sales
biliares” incluye cualquiera de los componentes de la bilis que se producen de manera natural asi como cualquiera
de sus derivados sintéticos. Las sales biliares incluyen, por ejemplo, acido cdlico (0 su sal de sodio
farmacéuticamente aceptable, colato de sodio), acido deshidrocdlico (deshidrocolato de sodio), acido desoxicolico
(desoxicolato de sodio), acido glucdlico (glucolato de sodio), acido glicélico (glicocolato de sodio), acido
glicodesoxicolico (glicodesoxicolato de sodio), acido taurocdlico (taurocolato de sodio), acido taurodesoxicolico
(taurodesoxicolato de sodio), acido quenodesoxicolico (quenodesoxicolato de sodio), acido ursodesoxicélico
(UDCA), tauro-24,25-dihidro-fusidato de sodio (STDHF), glicodihidrofusidato de sodio y lauril éter de polioxietileno-9
(POE) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92; Swinyard, capitulo 39 en:
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed., Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990, paginas 782-
783; Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Yamamoto et al., J. Pharm.
Exp. Ther., 1992, 263, 25; Yamashita et al., J. Pharm. Sci., 1990, 79, 579-583).

Agentes quelantes: los agentes quelantes, pueden definirse como compuestos que retiran iones metdlicos de una
disolucién mediante la formacion de complejos con los mismos, con el resultado de que se potencia la absorcion de
ARNbc a través de la mucosa. Con respecto a su uso como potenciadores de la penetracién, los agentes quelantes
tienen la ventaja afiadida de que también sirven como inhibidores de ADNasa, como las nucleasas de ADN mas
caracterizadas requieren un ion metalico divalente para catalisis y por tanto se inhiben por agentes quelantes
(Jarrett, J. Chromatogr., 1993, 618, 315-339). Los agentes quelantes incluyen pero no se limitan a
etilendiaminotetraacetato de disodio (EDTA), acido citrico, salicilatos (por ejemplo, salicilato, 5-metoxisalicilato y
homovanilato de sodio), derivados de N-acilo de colageno, lauril éter-9 y derivados de N-amino-acilo de beta-
dicetonas (enaminas) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pagina 92; Muranishi,
Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1990, 7, 1-33; Buur et al., J. Control Rel., 1990, 14, 43-51).

Compuestos no quelantes y no tensioactivos: tal como se usa en el presente documento, los compuestos
potenciadores de la penetracion no quelantes y no tensioactivos pueden definirse como compuestos que
demuestran una actividad insignificante como agentes quelantes 0 como tensioactivos pero que, no obstante,
potencian la absorcién de ARNbc a través de la mucosa alimentaria (Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug
Carrier Systems, 1990, 7, 1-33). Esta clase de potenciadores de la penetracién incluyen, por ejemplo, ureas ciclicas
insaturadas, derivados de 1l-alquil y 1-alquenilazaciclo-alcanona (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug
Carrier Systems, 1991, pagina 92); y agentes antiinflamatorios no esteroideos tales como diclofenaco sédico,
indometacina y fenilbutazona (Yamashita et al., J. Pharm. Pharmacol., 1987, 39, 621-626).

También pueden afiadirse agentes que potencian la captacion de ARNbc a nivel celular a las composiciones
farmacéuticas y otras. Por ejemplo, lipidos catidnicos, tales como Lipofectin (Junichi et al, patente estadounidense
n.° 5.705.188), derivados catidnicos de glicerol y moléculas policatiénicas, tales como polilisina (Lollo et al., solicitud
PCT WO 97/30731) y otros péptidos, también se conocen para potenciar la captacion celular de ARNbc.

Pueden utilizarse otros agentes para potenciar la penetracién de los acidos nucleicos administrados, incluyendo
glicoles tales como etilenglicol y propilenglicol, pirroles tales como 2-pirrol, azonas y terpenos tales como limoneno y
mentona.

Portadores

Determinadas composiciones también incorporan compuestos portadores en la formulacién. Tal como se usa en el
presente documento, “compuesto portador” o “portador” puede referirse a un acido nucleico, o analogo del mismo,
que es inerte (es decir, no presenta actividad biolégica per se) pero se reconoce como acido nucleico mediante
procesos in vivo que reducen la biodisponibilidad de un acido nucleico que tiene actividad biolégica mediante, por
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ejemplo, la degradacion del acido nucleico biolégicamente activo o promoviendo su retirada de la circulacién. La
coadministracion de un &acido nucleico y un compuesto portador, normalmente con un exceso de esta Ultima
sustancia, puede dar como resultado una reduccién sustancial de la cantidad de acido nucleico recuperada en el
higado, rifibn u otros depositos extracirculatorios, presumiblemente debido a la competencia entre el compuesto
portador y el acido nucleico por un receptor comin. Por ejemplo, la recuperacion de un ARNbc parcialmente
fosforotioado en tejido hepatico puede reducirse cuando se coadministra con acido poliinosinico, sulfato de dextrano,
acido policitidico o acido 4-acetamido-4'-isotiocianoestilbeno-2,2'-disulfénico (Miyao et al., Antisense Res. Dev.,
1995, 5, 115-121; Takakura et al., Antisense & Nucl. Acid Drug Dev., 1996, 6, 177-183).

Excipientes

En contraposicion a un compuesto portador, un “portador farmacéutico” o “excipiente” es un disolvente
farmacéuticamente aceptable, agente de suspensiéon o cualquier otro vehiculo farmacolégicamente inerte para
suministrar uno o mas acidos nucleicos a un animal. El excipiente puede ser liquido o sdélido y se selecciona
teniendo en cuenta la manera planificada de administracion con el fin de proporcionar el volumen, consistencia, etc.,
deseados cuando se combina con un acido nucleico y los otros componentes de una composicion farmacéutica
dada. Los portadores farmacéuticos tipicos incluyen, pero no se limitan a agentes de unién (por ejemplo, almidén de
maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil-metilcelulosa, etc.); cargas (por ejemplo, lactosa y otros
azucares, celulosa microcristalina, pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o hidrogenofosfato de
calcio, etc.); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco, silice, didxido de silicio coloidal, acido estearico;
estearatos metalicos, aceites vegetales hidrogenados, almidén de maiz, polietilenglicoles, benzoato de sodio,
acetato de sodio, etc.); disgregantes (por ejemplo, almidén, glicolato sodico de almidon, etc.); y agentes
humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio, etc.).

También pueden usarse excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables adecuados para la
administracion no parenteral que no reaccionan de manera perjudicial con acidos nucleicos para formular las
composiciones. Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua,
disoluciones de sal, alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido
silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Las formulaciones para la administracion topica de acidos nucleicos pueden incluir disoluciones acuosas estériles y
no estériles, disoluciones no acuosas en disolventes comunes tales como alcoholes, o disoluciones de los &cidos
nucleicos en bases oleosas liquidas o sélidas. Las disoluciones también pueden contener tampones, diluyentes y
otros aditivos adecuados. Pueden usarse excipientes organicos o inorganicos farmacéuticamente aceptables
adecuados para la administracion no parenteral que no reaccionan de manera perjudicial con acidos nucleicos.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, disoluciones de sal,
alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa,
hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Composiciones farmacéuticas para la administracion al aparato respiratorio

Otro aspecto prevé la administracion de agentes de ARNi al aparato respiratorio, particularmente para el tratamiento
de fibrosis quistica. El aparato respiratorio incluye las vias respiratorias altas, incluyendo la orofaringe y la laringe,
seguido por las vias respiratorias bajas, que incluyen la trdquea seguido por bifurcaciones en los bronquios y
bronquiolos. Las vias respiratorias altas y bajas se denominan vias respiratorias conductoras. Los bronquiolos
terminales se dividen entonces en bronquiolos respiratorios que conducen luego a la zona respiratoria final, los
alveolos, o pulmén profundo. El epitelio de las vias respiratorias conductoras en la diana principal de los aerosoles
terapéuticos inhalados para la administracion de agentes de ARNi tales como agentes de ARNi de alfa-ENaC.

Las composiciones de administracion pulmonar pueden administrarse mediante inhalacién por el paciente de una
dispersion de modo que la composicion, preferiblemente el agente de ARNi, dentro de la dispersion pueda alcanzar
el pulmon en el que puede, por ejemplo, absorberse facilmente a través de la region alveolar directamente a la
circulaciéon sanguinea. La administracion pulmonar puede ser eficaz tanto para la administracion sistémica como
para la administracion localizada para tratar enfermedades de los pulmones.

La administracion pulmonar puede lograrse mediante diferentes enfoques, incluyendo el uso de formulaciones
nebulizadas, aerosolizadas, micelulares y a base de polvos secos; la administracién mediante inhalacion puede ser
oral y/o nasal. La administracion puede lograrse con nebulizadores de liquido, inhaladores basados en aerosoles y
dispositivos de dispersion de polvos secos. Se prefieren los dispositivos de dosis medida. Uno de los beneficios de
usar un atomizador o inhalador es que se minimiza el potencial de contaminacion porque los dispositivos son
autocontenidos. Los dispositivos de dispersion de polvos secos, por ejemplo, suministran farmacos que pueden
formularse facilmente como polvos secos. Una composicion de ARNi puede almacenarse de manera estable como
polvos liofilizados o secados por pulverizacion por si mismos o en combinacion con portadores en polvo adecuados.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2432 157713

La administracion de una composicion para inhalacion puede estar mediada por un elemento de sincronizacion de la
dosificacién que puede incluir un temporizador, un contador de dosis, un dispositivo de medida del tiempo o un
indicador temporal que cuando se incorpora en el dispositivo permite el seguimiento de las dosis, la monitorizacion
del cumplimiento y/o la activacion de dosis a un paciente durante la administracién del medicamento en aerosol.

Los ejemplos de dispositivos farmacéuticos para la administracion de aerosoles incluyen inhaladores de dosis
medida (MDI), inhaladores de polvo seco (DPI) y nebulizadores por chorro de aire. Se describen sistemas de
administracion mediante inhalacion a modo de ejemplo que pueden adaptarse faciimente para la administracién de
los agentes de ARNi objeto en, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.”® 5.756.353; 5.858.784; y las
solicitudes PCT W098/31346; W098/10796; WO00/27359; WO01/54664; W0O02/060412. Otras formulaciones de
aerosol que pueden usarse para administrar los agentes de ARNi se describen en las patentes estadounidenses n.°
6.294.153; 6.344.194; 6.071.497, y las solicitudes PCT W002/066078; W002/053190; WO01/60420; WO00/66206.
Ademas, pueden adaptarse métodos para administrar agentes de ARNi a partir de los usados en la administracion
de otros oligonucle6tidos (por ejemplo, un oligonucledtido antisentido) mediante inhalacién, tal como se describe en
Templin et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev, 2000, 10:359-68; Sandrasagra et al., Expert Opin Biol Ther, 2001,
1:979-83; Sandrasagra et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev, 2002, 12:177-81.

La administracién de los agentes también puede implicar la administracién de los denominados “profarmacos”, es
decir, formulaciones o modificaciones quimicas de una sustancia terapéutica que requieren alguna forma de
procesamiento o transporte por sistemas innatos en el organismo del sujeto para liberar la sustancia terapéutica,
preferiblemente en el sitio en el que se desea su accién; esta Ultima realizacion puede usarse junto con la
administracion del aparato respiratorio, pero también junto con otras realizaciones de la presente descripcion. Por
ejemplo, los pulmones humanos pueden eliminar o degradar rapidamente aerosoles depositados escindibles
hidroliticamente a lo largo de periodos que oscilan entre minutos y horas. En las vias respiratorias altas, los epitelios
ciliados contribuyen al “escalador mucociliar” mediante el cual se barren particulas de las vias respiratorias hacia la
boca. Pavia, D., “Lung Mucociliary Clearance,” en Aerosols and the Lung: Clinical and Experimental Aspects, Clarke,
S. W. y Pavia, D., Eds., Butterworths, Londres, 1984. En los pulmones profundos, los macréfagos alveolares pueden
fagocitar particulas poco después de su deposicion. Warheit et al. Microscopy Res. Tech., 26: 412-422 (1993); y
Brain, J. D., “Physiology and Pathophysiology of Pulmonary Macrophages,” en The Reticuloendothelial System, S.
M. Reichard y J. Filkins, Eds., Plenum, Nueva York., pags. 315-327, 1985.

En realizaciones preferidas, particularmente cuando se desea la dosificacion sistémica con el agente de ARNi, se
formulan los agentes de ARNi aerosolizados como microparticulas. Las microparticulas que tienen un diametro de
entre 0,5 y diez micrémetros pueden penetrar en los pulmones, pasando a través de la mayoria de las barreras
naturales. Se requiere un diametro de menos de diez micrémetros para sortear la garganta; se requiere un didametro
de 0,5 micrometros o mayor para evitar exhalarse.

Otros componentes

Las composiciones pueden contener adicionalmente otros componentes adyuvantes que se encuentran de manera
convencional en composiciones farmacéuticas, en sus niveles de utilizacion establecidos en la técnica. Por tanto, por
ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos, compatibles adicionales tales
como, por ejemplo, antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios, o pueden contener
materiales adicionales Utiles en la formulacion fisica de diversas formas de dosificacion de las composiciones de la
presente invencion, tal como tintes, agentes aromatizantes, conservantes, antioxidantes, opacificantes, agentes
espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, cuando se afiaden, no deben interferir indebidamente
en las actividades biolégicas de los componentes de las composiciones. Las formulaciones pueden esterilizarse vy, si
se desea, mezclarse con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes
humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presion osmética, tampones, colorantes, aromatizantes y/o
sustancias aromaticas y similares que no interaccionen de manera perjudicial con el/los acido(s) nucleico(s) de la
formulacion.

Las suspensiones acuosas pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension incluyendo,
por ejemplo, carboximetilcelulosa sodica, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizadores.

Determinadas realizaciones proporcionan combinaciones y composiciones farmacéuticas que contienen (a) uno o
mas agentes de ARNbc y (b) uno o mas de otros agentes terapéuticos que funcionan mediante un mecanismo sin
interferencia por ARN.

Por consiguiente, la descripcion incluye una combinacion de un ARNi con una sustancia farmacologica
antiinflamatoria, broncodilatadora, antihistaminica, antitusiva, antibiética o de ADNasa, estando dicho blogueante del
canal de sodio epitelial y dicha sustancia farmacol6gica en la misma composicion farmacéutica o una diferente.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2432 157713

Los antibiéticos adecuados incluyen antibiéticos macrolidos, por ejemplo, tobramicina (TOBI™).

Las sustancias farmacolégicas de ADNasa adecuadas incluyen dornasa alfa (Pulmozyme™), una disolucion
altamente purificada de desoxirribonucleasa | humana recombinante (rhADNasa), que escinde selectivamente el
ADN. La dornasa alfa se usa para tratar la fibrosis quistica.

Otras combinaciones Utiles de bloqueantes del canal de sodio epitelial con farmacos antiinflamatorios son aquéllas
con antagonistas de receptores de quimiocinas, por ejemplo, CCR-1, CCR-2, CCR-3, CCR-4, CCR-5, CCR-6, CCR-
7, CCR-8, CCR-9 y CCR10, CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, particularmente antagonistas de CCR-5,
tales como los antagonistas de Schering-Plough SC-351125, SCH-55700 y SCH-D; antagonistas de Takeda, tales
como cloruro de N-[[4-[[[6,7-dihidro-2-(4-metil-fenil)-5H-benzo-ciclohepten-8-ilJcarbonillamino]fenil]-metil]tetrahidro-
N,N-dimetil-2H-piran-4-aminio (TAK-770); y antagonistas de CCR-5 descritos en los documentos USP 6.166.037
(particularmente las reivindicaciones 18 y 19), WO00/66558 (particularmente la reivindicacion 8), WO 00/66559
(particularmente la reivindicacion 9), WO 04/018425 y WO 04/026873.

Los farmacos antiinflamatorios adecuados incluyen esteroides, en particular, glucocorticosteroides, tales como
budesonida, dipropionato de beclametasona, propionato de fluticasona, ciclesonida o furoato de mometasona, o
esteroides descritos en los documentos WO 02/88167, WO 02/12266, WO 02/100879, WO 02/00679 (especialmente
los de los ejemplos 3, 11, 14, 17, 19, 26, 34, 37, 39, 51, 60, 67, 72, 73, 90, 99 y 101), WO 03/35668, WO 03/48181,
WO 03/62259, WO 03/64445, WO 03/72592, WO 04/39827 y WO 04/66920; agonistas de receptores de
glucocorticoides no esteroideos, tales como los descritos en los documentos DE 10261874, WO 00/00531, WO
02/10143, WO 03/82280, WO 03/82787, WO 03/86294, WO 03/104195, WO 03/101932, WO 04/05229, WO
04/18429, WO 04/19935 y WO 04/26248; antagonistas de LTD4, tales como montelukast y zafirlukast; inhibidores de
PDE4, tales como cilomilast (Ariflo® GlaxoSmithKline), roflumilast (Byk Gulden), V-11294A (Napp), BAY19-8004
(Bayer), SCH-351591 (Schering-Plough), arofilina (Almirall Prodesfarma), PD189659 / PD168787 (Parke-Davis),
AWD-12-281 (Asta Medica), CDC-801 (Celgene), SelCID(TM) CC-10004 (Celgene), VM554/UM565 (Vernalis), T-440
(Tanabe), KW-4490 (Kyowa Hakko Kogyo), y los dados a conocer en los documentos WO 92/19594, WO 93/19749,
WO 93/19750, WO 93/19751, WO 98/18796, WO 99/16766, WO 01/13953, WO 03/104204, WO 03/104205, WO
03/39544, WO 04/000814, WO 04/000839, WO 04/005258, WO 04/018450, WO 04/018451, WO 04/018457, WO
04/018465, WO 04/018431, WO 04/018449, WO 04/018450, WO 04/018451, WO 04/018457, WO 04/018465, WO
04/019944, WO 04/019945, WO 04/045607 y WO 04/037805; antagonistas del receptor de adenosina A2B tales
como los descritos en el documento WO 02/42298; y agonistas de receptores adrenérgicos beta-2, tales como
albuterol (salbutamol), metaproterenol, terbutalina, salmeterol fenoterol, procaterol, y especialmente, formoterol,
carmoterol y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, y compuestos (en forma libre o de sal o de solvato)
de férmula (I) del documento WO 0075114, preferiblemente compuestos de los ejemplos del mismo, especialmente
indacaterol y sales farmacéuticamente aceptables del mismo, asi como compuestos (en forma libre o de sal o de
solvato) de férmula (l) del documento WO 04/16601, y también compuestos de los documentos EP 1440966, JP
05025045, WO 93/18007, WO 99/64035, USP 2002/0055651, WO 01/42193, WO 01/83462, WO 02/66422, WO
02/70490, WO 02/76933, WO 03/24439, WO 03/42160, WO 03/42164, WO 03/72539, WO 03/91204, WO 03/99764,
WO 04/16578, WO 04/22547, WO 04/32921, WO 04/33412, WO 04/37768, WO 04/37773, WO 04/37807, WO
04/39762, WO 04/39766, WO 04/45618, WO 04/46083, WO 04/80964, WO 04/108765 y WO 04/108676.

Los farmacos broncodilatadores adecuados incluyen agentes anticolinérgicos o antimuscarinicos, en particular,
bromuro de ipratropio, bromuro de oxitropio, sales de tiotropio y CHF 4226 (Chiesi) y glicopirrolato, pero también los
descritos en los documentos EP 424021, USP 3.714.357, USP 5.171.744, WO 01/04118, WO 02/00652, WO
02/51841, WO 02/53564, WO 03/00840, WO 03/33495, WO 03/53966, WO 03/87094, WO 04/018422 y WO
04/05285.

Los farmacos antiinflamatorios y broncodilatadores dobles adecuados incluyen antagonistas muscarinicos/agonistas
del receptor adrenérgico beta-2 dobles tales como los dados a conocer en los documentos USP 2004/0167167, WO
04/74246 y WO 04/74812.

Las sustancias farmacolégicas antihistaminicas adecuadas incluyen clorhidrato de cetirizina, paracetamol, fumarato
de clemastina, prometazina, loratidina, desloratidina, difenhidramina y clorhidrato de fexofenadina, activastina,
astemizol, azelastina, ebastina, epinastina, mizolastina y tefenadina, asi como las dadas a conocer en los
documentos JP 2004107299, WO 03/099807 y WO 04/026841.

Otras combinaciones Utiles de agentes con farmacos antiinflamatorios son aquéllas con antagonistas de receptores
de quimiocinas, por ejemplo, CCR-1, CCR-2, CCR-3, CCR-4, CCR-5, CCR-6, CCR-7, CCR-8, CCR-9 y CCR10,
CXCR1, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCRS5, particularmente antagonistas de CCR-5, tales como los antagonistas de
Schering-Plough SC-351125, SCH-55700 y SCH-D; antagonistas de Takeda, tales como cloruro de N-[[4-[[[6,7-
dihidro-2-(4-metilfenil)-5H-benzo-ciclohepten-8-iljcarbonillamino]fenil]-metil]tetrahidro-N,N-dimetil-2H-piran-4-aminio
(TAK-770) y antagonistas de CCR-5 descritos en los documentos USP 6.166.037 (particularmente las
reivindicaciones 18 y 19), WO 00/66558 (particularmente la reivindicacién 8), WO 00/66559 (particularmente la
reivindicacion 9), WO 04/018425 y WO 04/026873.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2432 157713

También pueden seleccionarse otros agentes terapéuticos adicionales Utiles del grupo que consiste en moléculas de
unioén a citocinas, particularmente anticuerpos de otras citocinas, en particular una combinacién con un anticuerpo
anti-IL4, tal como se describe en el documento PCT/EP2005/00836, un anticuerpo anti-lgE, tal como Xolair®, un
anticuerpo anti-IL31, un anticuerpo anti-IL31R, un anticuerpo anti-TSLP, un anticuerpo anti-receptor de TSLP, un
anticuerpo anti-endoglina, un anticuerpo anti-IL1b o un anticuerpo anti-IL13, tal como se describe en el documento
WOQO05/007699.

Pueden usarse juntos dos 0 mas compuestos combinados en una Unica formulacion, por separado, de manera
concomitante o de manera secuencial.

Puede determinarse la toxicidad y eficacia terapéutica de tales compuestos mediante procedimientos farmacéuticos
convencionales en cultivos celulares o animales de experimentacién, por ejemplo, para determinar la DL50 (la dosis
letal para el 50% de la poblacion) y la DE50 (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacion). La razén
de dosis entre los efectos tdxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como la razén
DL50/DESO0. Se prefieren los compuestos que muestran altos indices terapéuticos.

Los datos obtenidos de ensayos de cultivo celular y estudios con animales pueden usarse en la formulacion de un
intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. La dosificacion de composiciones se encuentra
generalmente dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluye la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
la via de administracién utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la descripcién, puede estimarse
la dosis terapéuticamente eficaz inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en
modelos animales para lograr un intervalo de concentracién plasmatica circulante del compuesto o, cuando sea
apropiado, del producto de polipéptido de una secuencia diana (por ejemplo, logrando una concentracion disminuida
del polipéptido) que incluye la CI50 (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que logra una inhibicién que
es la mitad de la maxima de los sintomas) tal como se determina en cultivo celular. Puede usarse tal informacién
para determinar mas exactamente dosis Utiles en seres humanos. Pueden medirse los niveles en plasma, por
ejemplo, mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Ademas de su administracion individualmente o como una pluralidad, tal como se analizé anteriormente, los ARNbc
pueden administrarse en combinacién con otros agentes conocidos eficaces en el tratamiento de trastornos
relacionados con ENaC. En cualquier caso, el médico que lo administra puede ajustar la cantidad y el momento de la
administracion de ARNbc basandose en los resultados observados usando medidas de eficacia convencionales
conocidas en la técnica o descritas en el presente documento.

Métodos de tratamiento y vias de administracién

Una composicion que incluye un agente de ARNi, por ejemplo, un agente de ARNi que selecciona como diana alfa-
ENaC, puede administrarse a un sujeto por una variedad de vias para lograr o bien la administracién local en el sitio
de accidén o bhien la administracion sistémica al sujeto. Las vias a modo de ejemplo incluyen la administracién local
directa al sitio de tratamiento, tal como los pulmones y el conducto nasal asi como la administracién intravenosa,
nasal, oral y ocular. El medio preferido de administracién de los agentes de ARNi es a través de administracion
directa a los pulmones y el conducto nasal como liquido, aerosol o disolucién nebulizada.

Las formulaciones para inhalacion o administracion parenteral se conocen bien en la técnica. Tal formulaciéon puede
incluir disoluciones acuosas estériles que pueden contener también tampones, diluyentes y otros aditivos
adecuados. Para uso intravenoso, la concentracion total de solutos debe controlarse para hacer la preparacion
isotdnica.

Los compuestos activos dados a conocer en el presente documento se administran preferiblemente al/a los
pulmén/pulmones o al conducto nasal de un sujeto mediante cualquier medio adecuado. Los compuestos activos
pueden administrarse mediante la administracion de una suspensién en aerosol de particulas respirables
constituidas por el compuesto activo o los compuestos activos, que inhala el sujeto. EI compuesto activo puede
aerosolizarse en una variedad de formas, tales como, pero sin limitarse a, inhaladores de polvo seco, inhaladores de
dosis medida o suspensiones liquido/liquido. Las particulas respirables pueden ser liquidas o sélidas. Las particulas
pueden contener opcionalmente otros componentes terapéuticos tales como amilorida, benzamil o fenamil, estando
incluido el compuesto seleccionado en una cantidad eficaz para inhibir la reabsorcién de agua de las secreciones
mucosas de las vias respiratorias, tal como se describe en la patente estadounidense n.° 4.501.729.

La composicién farmacéutica particulada puede combinarse opcionalmente con un portador con el fin de ayudar en
la dispersiéon o el transporte. Un portador adecuado tal como un azucar (es decir lactosa, sacarosa, trehalosa,
manitol) puede mezclarse con el compuesto o compuestos activos en cualquier razén adecuada (por ejemplo, una
razén 1 a 1 en peso).
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Las particulas constituidas por el compuesto activo deben incluir particulas de tamafio respirable, es decir, particulas
de un tamaiio lo suficientemente pequefio como para pasar a través de la boca o nariz y la laringe por inhalacién y a
los bronquios y alveolos de los pulmones. En general, las particulas que oscilan entre aproximadamente 1 y
10 micrémetros de tamafio (mas particularmente, de menos de aproximadamente 5 micrometros de tamafio) son
respirables. Las particulas de tamafio no respirable que estan incluidas en el aerosol tienden a depositarse en la
garganta y a ser tragadas, y la cantidad de particulas no respirables en el aerosol se minimiza preferiblemente. Para
la administracion nasal, se prefiere un tamafio de particula en el intervalo de 10-500 uM con el fin de garantizar la
retencion en la cavidad nasal.

Pueden prepararse composiciones farmacéuticas liquidas de compuesto activo para producir un aerosol mediante
combinacién del compuesto activo con un vehiculo adecuado, tal como agua estéril libre de pir6genos. Las
disoluciones de sal hiperténicas usadas son preferiblemente disoluciones estériles libres de pirégenos, que
comprenden desde el uno hasta el quince por ciento (en peso) de la sal fisiologicamente aceptable, y mas
preferiblemente desde el tres hasta el siete por ciento en peso de la sal fisiologicamente aceptable.

Pueden producirse aerosoles de particulas liquidas que comprenden el compuesto activo mediante cualquier medio
adecuado, tal como con un nebulizador de chorro impulsado a presién o un nebulizador ultrasénico. Véase, por
ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.501.729. Los nebulizadores son dispositivos disponibles comercialmente
que transforman las disoluciones o suspensiones del principio activo en una nebulizacién de aerosol terapéutico por
medio de aceleracién con un gas comprimido, normalmente aire u oxigeno, a través de un orificio Venturi estrecho o
por medio de agitacion ultrasénica.

Las formulaciones adecuadas para uso en nebulizadores consisten en el principio activo en un portador liquido,
comprendiendo el principio activo hasta el 40% p/p de la formulacion, pero preferiblemente menos del 20% p/p. El
portador es normalmente agua (y lo méas preferiblemente agua estéril libre de pir6genos) o una disolucién acuosa-
alcohdlica diluida, que se hace preferiblemente isoténica, pero puede ser hiperténica con liquidos corporales
mediante la adicion de, por ejemplo, cloruro de sodio. Los aditivos opcionales incluyen conservantes si la
formulacion no se ha hecho estéril, por ejemplo, hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, agentes aromatizantes,
aceites volatiles, agentes tamponantes y tensioactivos.

Asimismo pueden producirse aerosoles de particulas sélidas que comprenden el compuesto activo con cualquier
generador de aerosol terapéutico particulado sdlido. Los generadores de aerosol para administrar agentes
terapéuticos particulados solidos a un sujeto producen particulas que son respirables y generan un volumen de
aerosol que contiene una dosis medida predeterminada de un agente terapéutico a una tasa adecuada para la
administracion a seres humanos. Un tipo ilustrativo de generador de aerosol particulado sélido es un insuflador. Las
formulaciones adecuadas para administracion por insuflacién incluyen polvos finamente triturados que pueden
administrarse por medio de un insuflador o absorberse en la cavidad nasal a modo de una aspiracién nasal. En el
insuflador, el polvo (por ejemplo, una dosis medida del mismo eficaz para llevar a cabo los tratamientos descritos en
el presente documento) esta contenido en capsulas o cartuchos, compuestos normalmente por gelatina o plastico,
que o bien se perforan o bien se abren in situ y el polvo se administra por el aire aspirado a través del dispositivo por
inhalacion o por medio de una bomba accionada manualmente. El polvo empleado en el insuflador consiste
Unicamente en el principio activo o en una mezcla de polvo que comprende el principio activo, un diluyente de polvo
adecuado, tal como lactosa, y un tensioactivo opcional. El principio activo comprende normalmente desde el 0,1
hasta el 100 p/p de la formulacién.

Un segundo tipo de generador de aerosol ilustrativo comprende un inhalador de dosis medida. Los inhaladores de
dosis medida son dispensadores de aerosol presurizados, que contienen normalmente una formulacion de
suspension o disolucion del principio activo en un propelente licuado. Durante el uso, estos dispositivos descargan la
formulacion a través de una valvula adaptada para administrar un volumen medido, normalmente de desde 10 hasta
200 ul, a fin de producir una pulverizacion de particulas finas que contiene el principio activo. Los propelentes
adecuados incluyen determinados compuestos de clorofluorocarbonos, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano y mezclas de los mismos. La formulacién puede contener
adicionalmente uno o mas codisolventes, por ejemplo, etanol, tensioactivos, tales como &cido oleico o trioleato de
sorbitano, antioxidante y agentes aromatizantes adecuados.

Puede incorporarse un agente de ARNi en composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion. Por
ejemplo, las composiciones pueden incluir una o mas especies de un agente de ARNi y un portador
farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa en el presente documento, la expresién “portador farmacéuticamente
aceptable” pretende incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes de retardo de la absorcién e isoténicos, y similares, compatibles con la
administracion farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas se
conoce bien en la técnica. Excepto en lo que respecta a cualquier medio o agente convencional que sea
incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en las composiciones. Pueden
incorporarse también en las composiciones compuestos activos suplementarios.
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La administracion puede proporcionarla el sujeto u otra persona, por ejemplo, un cuidador. Un cuidador puede ser
cualquier entidad implicada en proporcionar atencién al ser humano: por ejemplo, un hospital, hospicio, consultorio
médico, clinica de pacientes ambulatorios; un trabajador sanitario tal como un médico, enfermero u otro especialista;
0 un cényuge o tutor, tal como un progenitor. La medicaciéon puede proporcionarse en dosis medidas o en un
dispensador que administra una dosis medida.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” es la cantidad presente en la composicién que es necesaria para
proporcionar el nivel deseado de farmaco al sujeto que va a tratarse para proporcionar la respuesta fisiologica
prevista.

La expresién “cantidad fisiolégicamente eficaz” es aquella cantidad administrada a un sujeto para proporcionar el
efecto paliativo o curativo deseado.

La expresion “portador farmacéuticamente aceptable” significa que el portador puede captarse en los pulmones sin
efectos toxicoldgicos adversos significativos en los pulmones.

El término “coadministracion” hace referencia a la administracion a un sujeto de dos o mas agentes, y en particular
dos o mas agentes de ARNi. Los agentes pueden estar contenidos en una Unica composicién farmacéutica y
administrarse al mismo tiempo, o los agentes pueden estar contenidos en formulaciones separadas y administrarse
en serie a un sujeto. Siempre que los dos agentes puedan detectarse en el sujeto al mismo tiempo, se dice que los
dos agentes se coadministran.

Los tipos de excipientes farmacéuticos que son Utiles como portador incluyen estabilizadores tales como albimina
sérica humana (HSA) , agentes de carga tales como hidratos de carbono, aminoéacidos y polipéptidos; agentes de
ajuste del pH o tampones; sales tales como cloruro de sodio, y similares. Estos portadores pueden estar en forma
cristalina o amorfa, o pueden ser una mezcla de ambos.

Los agentes de carga que son particularmente valiosos incluyen hidratos de carbono, polipéptidos, aminoacidos o
combinaciones compatibles de los mismos. Los hidratos de carbono adecuados incluyen monosacaridos tales como
galactosa, D-manosa, sorbosa y similares; disacaridos, tales como lactosa, trehalosa y similares; ciclodextrinas, tales
como 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina; y polisacaridos, tales como rafinosa, maltodextrinas, dextranos y similares;
alditoles, tales como manitol, xilitol y similares. Un grupo preferido de hidratos de carbono incluye lactosa, trehalosa,
rafinosa, maltodextrinas y manitol. Los polipéptidos adecuados incluyen aspartamo. Los aminoacidos incluyen
alanina y glicina, prefiriéndose glicina.

Los agentes de ajuste del pH o tampones adecuados incluyen sales organicas preparadas a partir de acidos y bases
organicas, tales como citrato de sodio, ascorbato de sodio, y similares; se prefiere citrato de sodio.

Dosificaciéon

Puede administrarse un agente de ARNi a una dosis de menos de aproximadamente 75 mg por kg de peso corporal,
o0 menos de aproximadamente 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 6 0,0005 mg por
kg de peso corporal, y menos de 200 nmol de agente de ARNi (por ejemplo, aproximadamente 4,4 x 10% copias) por
kg de peso corporal, o menos de 1500, 750, 300, 150, 75, 15, 7,5, 1,5, 0,75, 0,15, 0,075, 0,015, 0,0075, 0,0015,
0,00075, 0,00015 nmol de agente de ARNi por kg de peso corporal. La dosis unitaria, por ejemplo, puede
administrarse mediante inyeccidn (por ejemplo, intravenosa o intramuscular, por via intratecal o directamente en un
6rgano), una dosis inhalada o una aplicacion topica.

La dosificacion puede ser una cantidad eficaz para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno. Puede
administrarse de manera profilactica o como la parte principal o una parte de un protocolo de tratamiento.

En una realizacion, la dosis unitaria se administra de manera menos frecuente que una vez al dia, por ejemplo
menor de cada 2, 4, 8 6 30 dias. En otra realizacion, la dosis unitaria no se administra con una frecuencia (por
ejemplo, no con una frecuencia regular). Por ejemplo, la dosis unitaria puede administrarse una sola vez. Dado que
el silenciamiento mediado por el agente de ARNi puede persistir durante varios dias después de la administracion de
la composicion del agente de ARNi, en muchos casos, es posible administrar la composicién con una frecuencia de
menos de una vez al dia 0, en algunos casos, s6lo una vez durante todo el régimen terapéutico.

En una realizacion, se administra a un sujeto una dosis inicial, y una o0 mas dosis de mantenimiento de un agente de
ARNi, por ejemplo, un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNic, (por ejemplo, un precursor, por ejemplo un
agente de ARNi mayor que puede procesarse en un agente de ARNic, o un ADN que codifica para un agente de
ARNi, por ejemplo un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNic, o precursor del mismo). La o las dosis de
mantenimiento son generalmente menores que la dosis inicial, por ejemplo, la mitad de la dosis inicial. Un régimen
de mantenimiento puede incluir el tratamiento del sujeto con una dosis o dosis que oscilan entre 0,01 y 75 mg/kg de
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peso corporal al dia, por ejemplo, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001 6 0,0005 mg
por kg de peso corporal al dia. Las dosis de mantenimiento se administran preferiblemente no mas de una vez cada
5, 10 6 30 dias. Ademas, el régimen de tratamiento puede durar un periodo de tiempo que variara dependiendo de la
naturaleza de la enfermedad particular, su gravedad y el estado global del paciente. En realizaciones preferidas, la
dosificaciéon puede administrarse no mas de una vez al dia, por ejemplo no mas de una vez cada 24, 36, 48 0 mas
horas, por ejemplo no méas de una vez cada 5 u 8 dias. Tras el tratamiento, puede monitorizarse el paciente para
determinar cambios en su estado y para determinar el alivio de los sintomas del estado patolégico. La dosificacién
del compuesto puede o bien aumentarse en el caso de que el paciente no responda significativamente a los niveles
de dosificacion actuales, o bien puede disminuirse la dosis si se observa un alivio de los sintomas del estado
patolégico, si el estado patoldgico ha desaparecido, o si se observan efectos secundarios indeseables.

La dosis eficaz puede administrarse en una Unica dosis o0 en dos o mas dosis, segun se desee o considere
apropiado en las circunstancias especificas. Si se desea facilitar infusiones repetidas o frecuentes, puede ser
recomendable la implantacién de un dispositivo de administracion, por ejemplo, una bomba, endoprotesis
semipermanente (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intracisternal o intracapsular) o un depésito.

Tras el tratamiento satisfactorio, puede ser deseable hacer que el paciente se someta a terapia de mantenimiento
para prevenir la recurrencia del estado patoldgico, en la que se administra el compuesto en dosis de mantenimiento,
que oscilan entre 0,001 g y 100 g por kg de peso corporal (véase el documento US 6.107.094).

La concentracién de la composicion del agente de ARNi es una cantidad suficiente para ser eficaz en el tratamiento
o0 la prevencién de un trastorno o para regular un estado fisiolégico en seres humanos. La concentracién o cantidad
de agente de ARNi administrada dependera de los parametros determinados para el agente y el método de
administracion, por ejemplo, nasal, bucal o pulmonar. Por ejemplo, las formulaciones nasales tienden a requerir
concentraciones mucho menores de algunos componentes con el fin de evitar irritacion o ardor en los conductos
nasales. A veces es deseable diluir una formulacion oral hasta 10-100 veces con el fin de proporcionar una
formulacion nasal adecuada.

Determinados factores pueden influir en la dosificacion requerida para tratar eficazmente a un sujeto, incluyendo
pero sin limitarse a la gravedad de la enfermedad o el trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o la edad
del sujeto, y otras enfermedades presentes. Se apreciara también que la dosificacion eficaz de un agente de ARNi
tal como un agente de ARNic usado para el tratamiento puede aumentar o disminuir a lo largo del transcurso de un
tratamiento particular. Pueden resultar cambios en la dosificacion y hacerse evidentes a partir de los resultados de
ensayos de diagnéstico. Por ejemplo, puede monitorizarse el sujeto después de la administracion de una
composicion de agente de ARNi. Basandose en la informacion de la monitorizacién, puede administrarse una
cantidad adicional de la composicién del agente de ARNi.

La dosificacion depende de la gravedad y la capacidad de respuesta del estado patolégico que va a tratarse,
durando el transcurso del tratamiento desde varios dias hasta varios meses, o0 hasta que se obtenga una curacion o
se logra una disminucion del estado patoldgico. Pueden calcularse programas de dosificacion éptimos a partir de las
mediciones de la acumulacion de farmaco en el cuerpo del paciente. Los expertos habituales en la técnica pueden
determinar facilmente dosificaciones, metodologias de dosificacion y tasas de repeticién 6ptimas. Las dosificaciones
optimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de los compuestos individuales, y generalmente pueden
estimarse basandose en las CE50 que se ha encontrado que son eficaces en modelos animales in vitro e in vivo tal
como se describi6 anteriormente.

Los agentes de ARNi tal como se describen en el presente documento pueden ser Utiles en el tratamiento y (cuando
sea apropiado) en la prevencion de una cualquiera de los siguientes enfermedades/trastornos;

Fibrosis quistica, sindrome de Liddle, insuficiencia renal, hipertensién, desequilibrios hidroelectroliticos.

En particular, en algunas realizaciones, los agentes de ARNi pueden usarse para tratar y/o prevenir manifestaciones
clinicas adversas de estas enfermedades/trastornos.

La invencién se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos, que no deben interpretase como limitativos
adicionalmente.

Ejemplos

Fuente de reactivos

Cuando la fuente de un reactivo no se facilita especificamente en el presente documento, tal reactivo puede
obtenerse de cualquier proveedor de reactivos para biologia molecular a una calidad/pureza convencional para su
aplicacion en biologia molecular.
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Ejemplo 1: Seleccion de secuencias

Con el fin de identificar ARNic para modular por disminucién la expresion de la subunidad alfa del canal de sodio
epitelial ENaC (a-ENaC), se definieron conjuntos de seleccion basandose en un andlisis bioinformatico. Los
controladores clave para el disefio del conjunto de seleccion fueron la especificidad pronosticada de los ARNic
contra el transcriptoma de la especie relevante. Para la identificacion de ARNic para alfa-ENaC y un sistema de
administracion eficaz, se us6 un enfoque de tres pasos: Se selecciond la rata como especie de prueba para abordar
la eficacia del silenciamiento in vivo tras la administracién intratraqueal, se selecciond la cobaya como organismo
modelo de enfermedad para demostrar que la reduccién de ARNm de alfa-ENaC da como resultado un efecto
funcional medible. La molécula de ARNic terapéutica tiene que seleccionar como diana alfa-ENaC humano asi como
la secuencia de alfa-ENaC de al menos una especie relevante para la toxicologia, en este caso, mono rhesus.

El analisis inicial de la secuencia de ARNm de alfa-ENaC relevante revel6 que pueden identificarse pocas
secuencias que satisfacen los requisitos de especificidad y al mismo tiempo seleccionan como diana ARNm de alfa-
ENaC en todas las especies relevantes. Por tanto, se decidi6é disefiar conjuntos de seleccién independientes para el
ARNic terapéutico y para las moléculas sustitutas que van a someterse a prueba en el modelo de enfermedad
relevante (tablas 1A, 1B, 1C y 1D).

Todos los ARNic reconocen la secuencia de alfa-ENaC humana, ya que se seleccion6 un sistema de cultivo de
células humanas para la determinaciéon de la actividad in vitro (H441, véase a continuacién). Por tanto, pueden
usarse todos los ARNic para seleccionar como diana ARNm de alfa-ENaC humano en un entorno terapéutico.

Se disefiaron los conjuntos de seleccién terapéuticos para que contuviesen solo secuencias de ARNic que son
completamente complementarias a las secuencia de alfa-ENaC de mono rhesus y ser humano.

Disefio y seleccién in silico de ARNic que seleccionan como diana alfa-ENaC (SCNN1A)

Se llevo a cabo el disefio de ARNic para identificar ARNic para los cuatro conjuntos definidos previamente (véase
anteriormente)

a) “Conjunto de seleccion inicial”

b) “Conjunto de seleccién extendido”

¢) “Conjunto sustituto in vivo para rata”

d) “Conjunto sustituto in vivo para cobaya”

Conjunto de seleccion inicial

El objetivo de la seleccion in silico de un conjunto de seleccion inicial era identificar ARNic que seleccionan como
diana especificamente alfa-ENaC humano, asi como su ortélogo de mono rhesus. Se descargé el ARNm diana
humano (NM_001038.4) de un recurso del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=nucleotide) durante el procedimiento de seleccion
de ARNic completo. Con el fin de identificar el ortélogo de rhesus de alfa-ENaC (Macaca mulatta), se uso la
secuencia humana en una busqueda en BLASTN en el Bailor College of Medicine
(http://Iwww.hgsc.bcm.tmc.edu/blast/?organism=Mmulatta) frente a contigos de Mmulatta a partir del 01-10-2004. Se
extrajeron todas las regiones de aciertos y se ensamblaron mediante la herramienta de ensamblaje CAP para
generar una primera secuencia de ensamblaje. Ademas, se realizé una busqueda en BLAST con la secuencia
humana en UCSC (http://[genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgBlat?command=start&org=Rhesus&db=rheMac2&hgsid=84859356) frente a Rhesus congelado el 12 de marzo
de 2005. Se descarg6 el acierto de entramado 84554 y se us6é junto con la primera secuencia de ensamblaje
mediante CAP para generar la secuencia consenso final para alfa-ENaC de rhesus.

Tras la extraccion de todas las secuencias de 19 meros solapantes del ARNm humano, se identificaron 19 meros
conservados que tenian secuencias idénticas en la secuencia consenso de rhesus ensamblada. Se definieron las
secuencias de 19 meros como el grupo de secuencias de ARNic (sentido) que presentan reaccién cruzada entre ser
humano-rhesus, representadas por 19 meros de 1185.

Se generaron las secuencias antisentido correspondientes y se sometieron a prueba para determinar su
especificidad en ser humano. Para esto, se tom6 como parametro su potencial pronosticado para interaccionar con
ARNm diana irrelevantes (potencial inespecifico). Se definieron secuencias con bajo potencial inespecifico como
preferibles y se pronostica que son mas especificas.
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Para la seleccién adicional, se clasificaron los ARNic candidatos segun su potencial pronosticado para interaccionar
con otras secuencias del huésped (en este caso, sin limitacién, ser humano). Se supone que ARNic con bajo
potencial inespecifico son mas especificos in vivo. Para pronosticar el potencial inespecifico especifico de ARNic, se
hicieron las siguientes suposiciones:

1) Puede deducirse el potencial inespecifico de una hebra a partir del nimero y la distribucion de apareamientos
erréneos con una diana inespecifica.

2) La diana inespecifica mas relevante, que es el que se pronostica que tiene la probabilidad mas alta de silenciarse
debido a la tolerancia de apareamientos erréneos, determina el potencial inespecifico de la hebra.

3) Las posiciones 2 a 9 (contando de 5’ a 3') de una hebra (region simiente) pueden contribuir mas al potencial
inespecifico que el resto de la secuencia (que es la regién no simiente y de sitios de escisién) (Haley, B., y Zamore,
P.D., Nat Struct Mol Biol. 2004, 11:599).

4) Las posiciones 10 y 11 (contando de 5’ a 3') de una hebra (region de sitios de escision) pueden contribuir mas al
potencial inespecifico que la regién no simiente (que son las posiciones 12 a 18, contando de 5’ a 3').

5) Las posiciones 1y 19 de cada hebra no son relevantes para las interacciones inespecificas.

6) El potencial inespecifico puede expresarse mediante la puntuacion inespecifica de la diana inespecifica mas
relevante, calculada basandose en el nUmero y la posiciéon de apareamientos erréneos de la hebra con la regién mas
homéloga en el gen inespecifico considerando las suposiciones 3 a 5.

7) Suponiendo una posible supresién de la actividad de la hebra sentido por las modificaciones internas introducidas,
sélo sera relevante el potencial inespecifico de la hebra antisentido.

Para identificar posibles genes inespecificos, se sometieron secuencias antisentido de 19 meros a una busqueda de
homologia frente a secuencias de ARNm humanas disponibles puUblicamente, que se supone que representan el
transcriptoma completo humano.

Para este fin, se realizaron busquedas en fastA (version 3.4) con todas las secuencias de 19 meros frente a la base
de datos RefSeq humana (version disponible de ftp:/ftp.nchi.nih.gov/refseq/ el 18 de noviembre de 2005). Se ejecutd
la bisqueda en FastA con parametros-valores-pares -f 30 -g 30 con el fin de tener en cuenta la homologia a lo largo
de la longitud completa del 19 mero sin ningan hueco. Ademas, con el fin de garantizar el listado de todos los
aciertos inespecificos relevantes en el archivo de salida de fastA, se uso6 el parametro -E 15000.

La busqueda dio como resultado una lista de posibles dianas inespecificas para cada secuencia de entrada
enumerada descendiendo la homologia de secuencia a lo largo del 19 mero completo.

Para clasificar todas las posibles dianas inespecificas segin las suposiciones 3 a 5, y mediante esto identificar el
gen inespecifico mas relevante y su puntuacion inespecifica, se analizaron los archivos de salida de fastA mediante
una secuencia de comandos PERL.

La secuencia de comandos extrajo las siguientes propiedades inespecificas para cada secuencia de entrada de 19
meros y cada gen inespecifico para calcular la puntuacion inespecifica:

NUmero de apareamientos erréneos en la region no simiente
NUmero de apareamientos erréneos en la region simiente
NUmero de apareamientos erroneos en la region de sitios de escisién
Se calcul6 la puntuacion inespecifica considerando las suposiciones 3 a 5 tal como sigue:
Puntuacion inespecifica = nimero de apareamientos erréneos simiente * 10
+ nimero de apareamientos erréneos de sitios de escision * 1,2
+ nimero de apareamientos erréneos no simiente * 1

Se definio el gen inespecifico mas relevante para cada secuencia de 19 meros como el gen con la puntuacién
inespecifica mas baja. Por consiguiente, se definié que la puntuacién inespecifica mas baja era representativa del
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potencial inespecifico de cada ARNic, representado por la secuencia antisentido de 19 meros analizada.

Se usoO el potencial inespecifico calculado como parametro de clasificacion (en sentido descendente de la
puntuacion inespecifica) con el fin de generar una clasificacion para todas las secuencias de ARNic con reactividad
cruzada entre ser humano-rhesus.

Se definié una puntuacion inespecifica de 3 0 mas como un requisito previo para la seleccién de ARNic, mientras
gue se excluyeron todas las secuencias que contenian 4 o mas G en una fila (secuencias de poli-G), conduciendo a
la seleccién de un total de 152 ARNic que seleccionan como diana ENaC alfa de ser humano y rhesus (véase la
tabla 1a).

Conjunto de seleccion extendido

El objetivo de la seleccién in silico del conjunto de selecciéon extendida era identificar todos los ARNic adicionales
que seleccionan como diana alfa-ENaC humano con suficiente especificidad, que se excluyeron del conjunto inicial
debido a la falta de reactividad cruzada con rhesus. Se tomaron las secuencias restantes del grupo de 19 meros
derivados de alfa-ENaC humano que no se habian analizado antes y se generaron las secuencias antisentido
correspondientes. Se calcularon el gen inespecifico mas relevante y sus puntuaciones inespecificas
correspondientes tal como se describe en la seccién “conjunto de seleccidn inicial”.

Para determinarla reactividad cruzada con ratén y cobaya (Cavia porcellus/cobya), se descargaron secuencias de
alfa-ENaC de estas especies de la base de datos ! de nucledtidos del NCBI (ndmeros de registro NM_011324.1 y
AF071230 (longitud completa)/DQ109811 (cds parcial), respectivamente). Se usaron las dos secuencias de cobaya
para generar una secuencia consenso de alfa-ENaC de cobaya. Se sometié a prueba cada secuencia de 19 meros
humana para detectar su presencia en las secuencias de ratdon y cobaya. Se asignaron secuencias positivas al
grupo de secuencias de ARNic (sentido) que presentan reactividad cruzada entre ser humano-ratén, o secuencias
de ARNic (sentido) que presentan reactividad cruzada entre ser humano-cobaya. Tras la exclusion de todas las
secuencias de poli-G, se seleccionaron secuencias con puntuaciones inespecificas de 3 0 mas asi como aquellas
con puntuaciones inespecificas de 2,2 6 2,4 y reactividad cruzada con ratén, rhesus o cobaya. El nimero total de
ARNic en el grupo de seleccion extendido era de 344 (véase la tabla 1b).

Conjunto sustituto de rata in vivo

El objetivo de la seleccion in silico del conjunto sustituto de rata in vivo era identificar todos los ARNic que
seleccionan como diana alfa-ENaC de ser humano y rata con suficiente especificidad en rata. Para la identificacion
de ARNic que presentan reactividad cruzada entre ser humano-rata, se descarg6 la secuencia de ARNm de alfa-
ENaC de rata de la base de datos de nucleétidos del NCBI (nimero de registro, NM_031548.2), y se sometieron a
prueba todas las secuencias del grupo de 19 meros humanos para detectar su presencia en la secuencia de rata,
que representa el conjunto de secuencias de ARNic (sentido) que presentan reactividad cruzada entre ser humano-
rata.

Se generaron las secuencias antisentido correspondientes y se sometieron a prueba para determinar su
especificidad en rata. Para esto, se calcularon el gen inespecifico mas relevante en rata y sus puntuaciones
inespecificas correspondientes tal como se describe en la seccion “conjunto de seleccion inicial” usando el conjunto
de ARNm de rata (base de datos RefSeq) en lugar de los transcritos humanos. Tras la exclusion de todas las
secuencias de poli-G, se generé una clasificacion considerando la puntuacién inespecifica de rata en primera
prioridad y la puntuacion inespecifica humana con segunda prioridad. Se seleccionaron finalmente las 48 secuencias
de la parte superior de la lista que representan el conjunto sustituto de rata in vivo (véase la tabla 1c).

Conjunto sustituto de cobaya in vivo

El objetivo de la seleccion in silico del conjunto sustituto de cobaya in vivo era identificar todos los ARNic que
seleccionan como diana alfa-ENaC de ser humano y cobaya que no se han seleccionado en los conjuntos previos.
Se clasificaron los ARNic restantes del conjunto determinado anteriormente de secuencias de ARNic (sentido) que
presentan reaccidon cruzada entre ser humano-cobaya segun las puntuaciones inespecificas humanas. Se
seleccionaron las 63 secuencias superiores (excluyendo secuencias de poli-G), que representan el conjunto sustituto
de cobaya in vivo (véase la tabla 1d).

Ejemplo 2: Sintesis de ARNic

Sintesis de nucledétidos que comprenden bases naturales

Puesto que los ARNic de los conjuntos de seleccion estan destinados todos potencialmente para su administracion
in vivo, se sintetizaron ARNic con una estrategia de modificacion que protege los ARNic de la degradacién por endo
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y exonucleasas en un entorno bioldgico. En esta estrategia, se protegen los extremos 3' de ambas hebras de una
actividad 3'->5-exonucleolitica mediante una uniéon fosforotioato entre las dos Ultimas bases nitrogenadas en el
extremo 3'. Con el fin de inhibir la degradacién endo-nucleolitica del ARNic, se reemplazaron todas las pirimidinas en
la hebra sentido del ARNic por el ribonucleétido modificado con 2’-O-metilo correspondiente. Para reducir el nimero
de modificaciones en la hebra antisentido, que es la hebra mas activa y por tanto mas sensible a las modificaciones,
s6lo se modificaron las pirimidinas en el contexto de sitios de escision de nucleasas principales identificados
previamente con grupos 2'-O-metilo. Los sitios de escision principales son los siguientes dos motivos de secuencia:
5'-UA-3'y 5-CA-3'.

Puesto que también se ha considerado el uso de ARNic en formulaciones que protegen potencialmente los ARN del
entorno hiolégico nucleolitico en el pulmén, también se sintetizé el mismo conjunto de ARNic sin ninguna proteccién
de la degradacion endonucleolitica.

Cuando la fuente de un reactivo no se facilita especificamente en el presente documento, tal reactivo puede
obtenerse de cualquier proveedor de reactivos para biologia molecular a una calidad/pureza convencional para su
aplicacién en biologia molecular.

Se produjeron ARN monocatenarios mediante sintesis en fase soélida en una escala de 1 pmol usando un
sintetizador Expedite 8909 (Applied Biosystems, Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Alemania) y vidrio de poro
controlado (CPG, 500A, Proligo Biochemie GmbH, Hamburgo, Alemania) como soporte sélido. Se generaron ARN y
ARN que contiene nucleétidos de 2’-O-metilo mediante sintesis en fase sélida empleando las correspondientes
fosforamiditas y fosforamiditas de 2’-O-metilo, respectivamente (Proligo Biochemie GmbH, Hamburgo, Alemania). Se
incorporaron estos bloques de construccion en sitios seleccionados dentro de la secuencia de la cadena
oligorribonucleotidica usando quimica de fosforamiditas de nucledsidos convencional tal como se describe en
Current protocols in nucleic acid chemistry, Beaucage, S.L. et al. (Edrs.), John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY,
EE.UU. Se introdujeron uniones fosforotioato mediante reemplazo de la disoluciéon de oxidante de yodo con una
disolucién del reactivo Beaucage (Chruachem Ltd, Glasgow, RU) en acetonitrilo (1%). Se obtuvieron reactivos
auxiliares adicionales de Mallinckrodt Baker (Griesheim, Alemania).

Se llevé a cabo la desproteccion y purificaciéon de los oligorribonucleétidos brutos mediante HPLC de intercambio
aniénico segun procedimientos establecidos. Se determinaron los rendimientos y las concentraciones mediante
absorcion UV de una disoluciéon del ARN respectivo a una longitud de onda de 260 nm usando un fotdmetro
espectral (DU 640B, Beckman Coulter GmbH, Unterschlei3heim, Alemania). Se generd ARN bicatenario mezclando
una disolucién equimolar de hebras complementarias en tamp6n de apareamiento (fosfato de sodio 20 mM, pH 6,8;
cloruro de sodio 100 mM), se calenté en un bafio de agua a 85 - 90°C durante 3 minutos y se enfri6 hasta
temperatura ambiente a lo largo de un periodo de 3 - 4 horas. Se diluyé la disolucién de ARN apareado hasta una
concentracion de 50 umol de ARN bicatenario/l y se almacendé a -20°C hasta su uso.

Ejemplo 3: Pruebas de ARNic in vitro

Se sometid a prueba la capacidad de los agentes de ARNi para inhibir expresion de alfa-ENaC en lineas celulares
humanas in vitro, o en ratas in vivo. Se transfecta el agente de ARNi en las células, por ejemplo, mediante
transfeccién, se deja actuar sobre las células durante un determinado tiempo, por ejemplo, 24 horas, y se
determinaron los niveles de ARNm de alfa-ENaC mediante analisis de ADN ramificado. Alternativamente, se
administra el agente de ARNi in vivo a través de via intratraqueal y se determina la inhibiciéon de la expresion de
ARNm de alfa-ENaC mediante analisis de ADN ramificado en el 6rgano diana. Complementando estos ensayos
directos, se sometio a prueba la inhibicién de la expresion génica diana mediante agentes de iARN para ARNm de
alfa-ENaC expresado de manera recombinante en células huésped de mamifero.

Lineas celulares

Se obtuvieron células H441 de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (nimero de la ATCC: HTB-174, LCG
Promochem GmbH, Wesel, Alemania) y se hicieron crecer en RPMI 1640, suero de ternero fetal al 10%, 100 u de
penicilina/estreptomicina 100 pg/ml, L-glutamina 2 mM, Hepes 10 nM y piruvato de sodio 1 mM (todos de Biochrom
AG, Berlin, Alemania) a 37°C bajo una atmosfera del 5% de CO»/95% de aire.

Se obtuvieron células epiteliales bronquiales humanas primaras de Cambrex (n.° de cat. CC-2540) y se hicieron
crecer rutinariamente en medio BEGM con SingleQuots (n.° de cat. de Cambrex CC-3170 menos tri-yodotreonina).
Para la polarizacion y el crecimiento en la superficie de contacto aire-liquido, se hicieron crecer las células en una
mezcla 1:1 de BEGM:DMEM complementada con D-glucosa 4,5 g/l (n.° de cat. de Gibco BRL 41965-039) y
complementada con SingleQuots (n.° de cat. de Cambrex CC-4175), como anteriormente pero menos la tri-
yodotreonina y alicuotas de GA1000 y en presencia de gentamicina 50 pug/ml (n.° de cat. de Gibco Brl 10131-015).
Como las células se mantuvieron en medio libre de suero, se usé disolucién de neutralizacion de tripsina durante las
etapas de pase (n.° de cat. de Cambrex CC-5002). Para la polarizacién y el cultivo en la superficie de contacto aire-
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liquido, se hicieron crecer las células sobre soportes de policarbonato semipermeables (0,4 micrometros) (n.° de cat.
de Corning Costar 3407 n.° 3460) y se cultivaron todo el tiempo a 37°C bajo una atmosfera del 5% de CO2/95% de
aire.

Se hicieron crecer células de rifion de mono verde africano Cos-1 (n.° de la ATCC CRL-1650) en MEM de Dulbecco,
glucosa 4,5 g/L, suero bovino fetal al 10%, L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l (Gibco BRL), 100 u de
penicilina/estreptomicina 100 pg/ml.

Ejemplo 3.1: Seleccién in vitro de ARNic de alfa-ENaC activos y determinacion de CI5 0 en H441

Un dia antes de la transfeccion, se indujo la expresion de proteina ENaC-alfa en células H441 (nimero de la ATCC:
HTB-174, LCG Promochem GmbH, Wesel, Alemania) afiadiendo 100 nM de dexametasona. Directamente antes de
la transfeccion, se sembraron las células a 1,5 x 10* células / pocillo en placas de 96 pocillos (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Alemania) en 75 pl de medio de crecimiento (RPMI 1640, suero de ternero fetal al 10%,
100 u de penicilina / estreptomicina 100 pg/ml, L-glutamina 2 mM, Hepes 10 nM y piruvato de sodio 1 mM, todos de
Biochrom AG, Berlin, Alemania). Se realizaron las transfecciones por cuadruplicado. Para cada pocillo, se mezclaron
0,5 pL de Lipofectamine2000 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania) con 12 puL de Opti-MEM (Invitrogen) y se
incubaron durante 15 min. a temperatura ambiente. Para que la concentracion de ARNic sea de 50 nM en el
volumen de transfeccion de 100 pl, se mezclé 1 pl de un ARNic 5 pM con 11,5 pl de Opti-MEM por pocillo, se
combinaron con la mezcla de Lipofectamine2000-Opti-MEM y se incubaron de nuevo durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Se aplicaron completamente los complejos de ARNic-Lipofectamine2000 (25 pl cada uno por
pocillo) a las células y se incubaron las células durante 24 h a 37°C y un 5% de CO- en un incubador humidificado
(Heraeus GmbH, Hanau).

Se recogieron las células aplicando 50 pl de mezcla de lisis (contenido del kit de ADNb QuantiGene de Genospectra,
Fremont, EE.UU.) a cada pocillo que contiene 100 pl de medio de crecimiento y se lisaron a 53°C durante 30 min.
Después de eso, se incubaron 50 pl de los lisados con conjuntos de sondas especificas para ENaC-alfa humana y
GAPDH humana (véase la secuencia de los conjuntos de sondas a continuacion) y se procedié segun el protocolo
del fabricante para QuantiGene. Al final, se midi6 la quimioluminiscencia en un instrumento Victor2-Light (Perkin
Elmer, Wiesbaden, Alemania) como URL (unidades relativas de luz) y se normalizaron los valores obtenidos con el
conjunto de sondas de hENaC con respecto a los valores de GAPDH respectivos para cada pocillo. Se relacionaron
los valores obtenidos con ARNic dirigidos contra ENaC-alfa con el valor obtenido con un ARNic no especifico
(dirigido contra VHC) que se fij6 al 100%. Se muestra en las tablas 1A-1D la expresioén residual en porcentaje de
alfa-ENaC para ejemplos de ARNic.

Se caracterizaron adicionalmente ARNic eficaces a partir de la seleccion mediante curvas de respuesta a la dosis.
Se realizaron transfecciones de curvas de respuesta a la dosis a las siguientes concentraciones: 100 nM, 16,7 nM,
2,8 nM, 0,46 nM, 77 picoM, 12,8 picoM, 2,1 picoM, 0,35 picoM, 59,5 fM, 9,9 fM y simulado (sin ARNic) y se diluyeron
con Opti-MEM hasta una concentracién final de 12,5 pl segln el protocolo anterior. Se realizé el analisis de datos
usando el software incorporado en Microsoft Excel XL-fit 4.2 (IDBS, Guildford, Surrey, RU) y aplicando nimero de
modelo sigmoideo 606.

Conjuntos de sondas

Alfa-ENaC humano:

Nombre de Miembros Funcién Secuencia SEQ.I.D.NO
FPL

hENACO0 .235.255.CE CE gtctgtccagggtttccttccTTTT Tetcttggaaagaaagt 1645

1

hENACOQ0 .274.293.CE CE actgccattcttggtgcagtTTTT Tctcttggaaagaaagt 1646

2
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Nombre de
FPL

hENACO00

3

hENACO00

4

hENACO00

5

hENACO00

6

hENACO00

7

hENACO00

8

hENACO00

9

hENACO1

0

hENACO1

1

hENACO1

2

hENACO1

3

hENACO1

4

hENACO1

5

Miembros

.344.367.CE

.391.411.CE

.501.521.CE

.539.560.CE

.256.273.LE

.368.390.LE

412.431.LE

A455.477.LE

.522.538.LE

.561.580.LE

.214.234.BL

.294.318.BL

.319.343.BL

Funcién

CE

CE

CE

CE

LE

LE

LE

LE

LE

LE

BL

BL

BL
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(continuacion)

Secuencia

ctctcctggaagcaggagtgaataTTTT Tctcttggaaagaaagt

gccgcggatagaagatgtagg TTTTTetctiggaaagaaagt

gcacttggtgaaacagcccag TTTTTctettggaaagaaagt

agcagagagctggtagetggtcTTTT Tctcttggaaagaaagt

cgccataatcgcccccaaT TTTTaggcataggacccgtgtct

cacagccacactccttgatcatgTTTT Taggcataggacccgtgtct

acagtactccacgttctggg TTTTTaggcataggacccgtgtct

ggagcttatagtagcagtaccccTTTTTaggcataggaccegtgte
t

acgctgcatggcttccgTTTTTaggcataggacccgtgtct

gagggccatcgtgagtaaccTTT T Taggcataggacccgtgtct

Tcatgctgatggaggtctcca

Ggtaaaggttctcaacaggaacatc

Cacacctgctgtgtgtactttgaag
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1647

1648

1649

1650

1651

1652

1653

1654

1655

1656

1657

1658

1659



Nombre de
FPL

hENACO1

6

hENACO1

7

hENACO1

8

Miembros

432.454 BL

.478.500.BL

.581.599.BL

GAPDH humana:

Nombre de
FPL

hGAP001

hGAP002

hGAPQ03

hGAP004

hGAPQ05

hGAP006

hGAP007

hGAPQ08

hGAP009

Miembros

AF261085.25
2.271.C

E

AF261085.33
3.352.C

E

AF261085.41
3.431.C

E

AF261085.43
2.450.C

E

AF261085.27
2.289.LE

AF261085.29
0.310.LE

AF261085.31
1.332.LE

AF261085.35
3.372.LE

AF261085.37
3.391.LE

Funcién

BL

BL

BL

Funcién

CE

CE

CE

CE

LE

LE

LE

LE

ES 2432 157713

(continuacion)

Secuencia

Caggaactgtgctttctgtagtc

Gtggtctgaggagaagtcaacct

Ccattcctgggatgtcacc

Secuencia

gaatttgccatgggtggaatTTTT Tctcttggaaagaaagt

ggagggatctcgctcctggaT T TT Tctettggaaagaaagt

ccccagccttctccatggt TTTTTetcttggaaagaaagt

gctcceccctgcaaatgag T T T T Tetecttggaaagaaagt

agccttgacggtgccatgTTTTTaggcataggaccegtgtct

gatgacaagcttccegttctcTTTT Taggcataggacccgtgtct

agatggtgatgggatttccattTT T T Taggcataggacccgtgtct

gcatcgccccacttgatttt TTTTTaggcataggaccegtgtct

cacgacgtactcagcgccaT T TTTaggcataggacccgtgtct

37

SEQ.I.D.NO

1660

1661

1662

SEQ.I.D.NO

1663

1664

1665

1666

1667

1668

1669

1670

1671



10

15

20

25

30

35

ES 2432 157713

(continuacion)

Nombre de Miembros Funcién Secuencia SEQ.I.D.NO
FPL

hGAPO010 '2‘2272183 545 LE ggcagagatgatgacccttttgTTTTTaggcataggacccgtgtct 1672
hGAPO11 AF261085.39 BL Ggtgaagacgccagtggactc 1673

2.412.BL
Se muestran las CI50 para ejemplos de ARNic en las tablas 2A 'y 2B.
Ejemplo 3.2: Inactivacién de alfa-ENaC transitoria en un modelo epitelial bronquial humano primario:

Se sembraron en placa células epiteliales bronquiales humanas (referencia del donador 4F1499) en placas de 24
pocillos a 1x10° células por pocillo en 0,5 ml de medio de crecimiento un dia antes de la transfeccion. Las células
tenian una confluencia del 70% en el dia de la transfeccion con ARNic.

Se resuspendid cada ARNic a 100 nM en 1 ml de Optimem | (Invitrogen) y en un tubo separado, se diluy6d
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) hasta 6 pl/ml en Optimem, dando una cantidad suficiente para la transfeccion de
cuatro duplicados en una placa de 24 pocillos. Tras 5 minutos a temperatura ambiente, se combinaron las mezclas
dando la concentracion final deseada de ARNic 50 nM y Lipofectamine 2000 3 pl/ml. Se incubd la mezcla de
transfeccién durante 20 minutos adicionales a temperatura ambiente y se afiadieron 420 pl del complejo de
ARNic/reactivo a cada pocillo tal como dicta el disefio experimental. Se sacudieron las placas suavemente para
garantizar un mezclado completo y entonces se incubaron a 37°C en un incubador al 5% de CO,/95% de aire
durante 4 horas. Posteriormente, se aspird la mezcla de transfeccion y se devolvieron las células a condiciones de
cultivo normales durante 20 horas adicionales.

Se prepararon lisados celulares para el analisis de ADN ramificado. Se prepar6 una mezcla de medio:tampén de lisis
2:1 (Panomics) y se lisaron las células en 200 pl a 53°C durante 30 minutos. Tras una comprobacion visual de que la
lisis era completa, se almacenaron los lisados celulares a -80°C para su analisis posterior. Se realizé el analisis de
ADN ramificado tal como se describié anteriormente, con la expresion de alfa-ENaC normalizada frente a GAPDH. El
protocolo de analisis de ADN ramificado difiere del anterior s6lo en que se aplicaron 20 pl de muestra a cada pocillo
en este caso.

La tabla 2C muestra la expresion de alfa-ENaC en HBEC primarias para ejemplos de ARNic.

Ejemplo 3.3: Inhibiciéon in vitro de la expresion génica de alfa-ENaC de macaco clonad a expresada de manera
exégena para agentes de iARN seleccionados en célul  as Cos-1

Clonacién de la secuencia de alfa-ENaC de macaco

Secuencias de cebadores para la amplificacion de UTR en 5’ y CDS (los nucleétidos mostrados entre paréntesis
corresponden a la secuencia de ADNc de a-ENaC de Macaca mulatta (mono rhesus)):

P745: 5-CTCCATGTTCTGCGGCCGCGGATAGAAG-3' (nt 1427) (SEQ.I.D.NO:1674)
P733: 5-CCGGCCGGCGGGCGGGCT-3' (nt 1) (SEQ.I.D.NO:1675)

P734: 5-CTCCCCAGCCCGGCCGCT-3' (nt 17) (SEQ.I.D.NO:1676)

P735: 5-GGCCGCTGCACCTGTAGGG-3' (nt 28) (SEQ.I.D.NO:1677)

Secuencias de cebadores para la amplificacion de CDS y UTR en 3':

P737: 5-ATGGAGTACTGTGACTACAGG-3' (nt 1422) (SEQ.I.D.NO:1678)

P740: 5-TTGAGCATCTGCCTACTTG-3' (nt 3113) (SEQ.1.D.NO:1679)

Secuencias de cebadores para la amplificacién de la parte interna de CDS:
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P713: 5-5-ATGGATGATGGTGGCTTTAACTTGCGG-3’ (nt 1182) (SEQ.I.D.NO:1679)
P715: 5-5-TCAGGGCCCCCCCAGAGG-3’ (nt 2108) (SEQ.I.D.NO:1680)

Se adquirid ARN total de pulmén de macaco (Macaca fascicularis) (n.° R1534152-Cy-BC) de BioCat (Alemania). Se
realizé la sintesis de ADNc usando el sistema de sintesis de primera hebra SuperScript IlI (Invitrogen). Se realizé la
sintesis del ADNc usando o bien hexameros al azar o bien cebadores de oligo dT. Ademas, también se adquirid
ADNCc de primera hebra de pulmén de macaco de BioCat (n.° C1534160-Cy-BC). Para la amplificacion por PCR, se
uso el kit de PCR Advantage 2 (n.° K1910-1, Clontech). Se realizé la amplificacién de la UTR en 5’ y las partes de la
CDS usando P745 y una mezcla equimolar de P733, P734 y P735. Para la amplificacion por PCR de la CDS y UTR
en 3', se usaron los cebadores P737 y P740. Se usaron los cebadores P713 y P715 para la amplificacion de partes
de la CDS.

Se analizaron todos los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa y entonces se clonaron en el
vector pCR2.1 usando el kit de clonacion TOPO TA (Invitrogen) en bacterias TOP10. Entonces se recogieron los
clones y se aislé el ADN usando el kit Qiagen Miniprep. Tras la digestién con enzimas de restriccion con EcoRl y el
andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa, se someti6é el ADN de los clones correctos a secuenciacion.

Entonces se alinearon las secuencias con la secuencia de ADNc de a-ENaC de mono rhesus, y se alinearon las
secuencias de los clones individuales entre si. Entonces se clon6 el ADNc de alfa-ENaC de macaco de longitud
completa mediante digestion de la parte en 5 (UTR en 5’ y CDS, clon 55) con EcoR | y Not |, digestién de la parte
media de la CDS mediante Not | y BstE Il (clon 15) y la parte en 3’ (CDS y UTR en 3’) mediante BstE Il y EcoR V
(clon 80). Entonces se subclonaron los fragmentos de ADN digeridos en pcDNA3.1, se digirié con EcoR | y EcoR V.
Entonces se someti6é el ADNc de alfa-ENaC de macaco de longitud completa en pcDNA3.1 a secuenciacion de
longitud completa (Ingenetix, Viena, Austria). La secuencia de ADNc de alfa-ENaC de macaco corresponde a los nt
28 - 3113 de la secuencia de ADNc de alfa-ENaC de mono rhesus. Finalmente, se cortdé entonces el ADNc de alfa-
ENaC de macaco de pcDNA3-1-alfa-ENaC de macaco mediante digestion con BamH |y EcoR V y se subclon6 en el
vector pXOON. Se ilustra el mapa del plasmido en la figura 1. La figura 2 representa la secuencia de proteina
(SEQ.I.D.NO:1681) y ADN (SEQ.I.D.NO:1682) de alfa-ENaC de macaco.

Transfecciones:

Se sembraron células COS-1 a 6x10* células/pocillo en placas de 24 pocillos cada una en 0,5 ml de medio de
crecimiento. Un dia tras la siembra, se cotransfectaron las células con el plasmido de expresion de alfa-ENaC de
macaco pXOON vy el ARNic indicado. Para cada pocillo, se cotransfectaron 4 ng del plasmido de expresion de alfa-
ENaC y 600 ng de plasmido portador (pNFAT-luc) con el ARNic relevante (concentracion final de 45 nM) usando el
reactivo de transfeccién génica X-treme (Roche) a 3,75 pl/pocillo en un volumen total de Opti-MEM 720 ul/pocillo
(Invitrogen) tal como se describe a continuacion.

Se realizaron las transfecciones por triplicado para cada muestra. Se prepararon mezclas madre de plasmido/ARNic
(cada una para 3,5 pocillos) tal como sigue: 14 ng de plasmido de expresion de alfa-ENaC, 2,1 ug de plasmido
portador y 112 pmol de ARNic relevante en un volumen total de 210 pl (Opti-MEM). Se prepar6 una mezcla madre
de lipidos para la transfeccion completa (105 pl de lipido mas 1575 ul de Opti-MEM para ocho muestras de
transfeccion por triplicado). Se mezclaron el plasmido/ARNic y el lipido en un volumen igual para dar un volumen
total de 420 pl de mezcla de transfeccién por muestra por triplicado (3,5x). Tras una incubacién de 20 minutos a
temperatura ambiente, se afiadieron 120 pl de la mezcla de transfeccion relevante a cada pocillo de células en un
volumen de transfeccion final de 720 pl (Opti-MEM). Se transfectaron las células durante 24 horas a 37°C y un 5%
de CO; en un incubador humidificado (Heraeus GmbH, Hanau, Alemania) y se recogieron para el analisis de ADN
ramificado.

Se prepararon lisados celulares para el andlisis de ADN ramificado. Se prepard una mezcla de medio:tampdn de lisis
2:1 (Panomics) y se lisaron las células en 200 pl a 53°C durante 30 minutos. Tras una comprobacion visual de que la
lisis era completa, se almacenaron los lisados celulares a -80°C para su analisis posterior. Se realizé el analisis de
ADN ramificado tal como se describi6 anteriormente, con la expresion de alfa-ENaC de macaco normalizada frente a
eGFP a partir del plasmido de expresion. El protocolo de andlisis de ADN ramificado usado difiere del anterior sélo
en que se aplicaron 20 pl de muestra a cada pocillo en este caso.

Conjuntos de sondas:

39



Alfa-ENaC de macaco:

Nombre de FPL

cyENaOO1
cyENa002
cyENa003
cyENa004
cyENa005
cyENa006
cyENaO0O07
cyENa008
cyENa009
cyENa0010
cyENaOO11
eGFP:

Nombre de FPL

EGFP0O01
EGFP002
EGFP003
EGFP004
EGFP005
EGFP006
EGFPO07
EGFP008
EGFP009
EGFP0010

EGFP0011

Funcién

CE

CE

CE

CE

LE

LE

LE

LE

LE

LE

BL

Funcién

CE

CE

CE

CE

LE

LE

LE

LE

LE

LE

BL

ES 2432 157713

Secuencia

cgccgtgggcetgetgggTTT T Tetettggaaagaaagt
ggtaggagcggtggaactcTTT T Tctcttggaaagaaagt
cagaagaactcgaagagctctcTTTTTctcttggaaagaaagt
cccagaaggccgtcttcatTTTTTctcttggaaagaaagt
ggtgcagagccagagcactgTTTTTctcttggaaagaaagt
gtgccgcaggttctgggTTTTTaggcataggacccgtgtct
gatcagggcctcctcctcTTTT Taggcataggacccgtgtct
ccgtggatggtggtattgttgTTT T Taggcataggacccgtgtct
gcggttgtgetgggagec TTT T Taggcataggacccgtgtct
ttgccagtacatcatgccaaaT T TT Taggcataggacccgtgtct

acaccaggcggatggcg

Secuencia

ggcacgggcagcttgc TTT T Tctcttggaaagaaagt
ggtagcggctgaagcactgTT T T Tctcttggaaagaaagt
cctggacgtagcecttcgggTTTT Tetcttggaaagaaagt
ccttgaagaagatggtgcgctTTT T Tctcttggaaagaaagt
cgaacttcacctcggegcTTTT Tctctiggaaagaaagt
ccttcagctcgatgeggtTTTT Tetecttiggaaagaaagt
gtcacgagggtgggccagTTTTTaggcataggacccgtgtct
cacgccgtaggtcagggtgTTTTTaggcataggacccgtgtct
gtgctgcttcatgtggtcgg TTTTTaggcataggacccgtgtct
tcaccagggtgtcgccctTTTTTaggcataggacccgtgtct

cggtggtgcagatgaacttca

40

SEQ.I.D.NO

1683
1684
1685
1686
1687
1688
1689
1690
1691
1692

1693

SEQ.I.D.NO

1694
1695
1696
1697
1698
1699
1700
1701
1702
1703

1704
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(continuacion)

Nombre de FPL Funcién Secuencia SEQ.I.D.NO
EGFP0012 BL catggcggacttgaagaagtc 1705
EGFP0013 BL cgtcctccttgaagtcgatgce 1706

La tabla 2C muestra la expresion de alfa-ENaC en la especie macaco para ejemplos de ARNic.
Ejemplo 3.4 Seleccion para la induccion de interfer6  n-a

Para evaluar la capacidad de ARNic para estimular la liberacién de interferén-a (IFNa), se incubé ARNic con células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) recién purificadas in vitro durante 24 horas. Se afiadié el ARNic o bien
directamente a las PBMC, o bien tras complejarse con un agente de transfeccién lipidico (agente de transfeccién
GenePorter 2 o Lipofectamine 2000 o DOTAP) y se incub6 posteriormente con las PBMC. Como controles positivos
para la induccién de IFNa, se incluyeron las secuencias control no modificadas D_|_A2216y D_I_A5167.

DI_A_2216: es una molécula de ADN antisentido monocatenario
5'-dGsdGsdGdGdGdAdCdGdAdTdCdGdTdCdGsdGsdGsdGsdGsdG-3’
(SEQ.I.D.NO:1707)

DI_A_5167 es un ARNic conjugado con colesterol
5-GUCAUCACACUGAAUACCAAU-s-col-3’
3'-CsAsCAGUAGUGUGACUUAUGGUUA-5’ (SEQ.I.D.NO:1708)

Tras 24 horas, se midi6 el IFNa mediante ELISA. Se determiné el nivel de IFNa basal para células no tratadas y era
siempre muy proximo a un control de sélo agua. La adicién del agente de transfeccion solo no dio ningn aumento o
dio un pequefio aumento de los niveles de IFNa. Se afiadieron oligonucleétidos estimuladores conocidos a las
células, o bien directamente o bien en presencia de transfectante, y se observaron los aumentos esperados de IFNa.
Este sistema permite determinar la estimulaciéon de IFNa en PBMC humanas por ARNic (u otros oligonucleoétidos).

Aislamiento de PBMC humanas: Se obtuvo una fraccion concentrada de leucocitos (capa leucocitica) del Blood Bank
Suhl, Institute for Transfusion Medicine, Alemania. Estas células eran negativas para una variedad de patégenos,
incluyendo VIH, VHC y otros. Se diluy6 la capa leucocitica 1:1 con PBS, se afiadi6é a un tubo que contenia Ficoll y se
centrifugd durante 20 minutos a 2200 rpm para permitir el fraccionamiento. A esto le siguié la eliminacién de la capa
turbia de los globulos blancos y se transfirié a un tubo con PBS nuevo y Ficoll, que se centrifugé durante 15 minutos
a 2200 rpm. Se eliminé de nuevo la capa turbia de glébulos blancos, se transfirié a medio de cultivo RPMI 1640 y se
centrifugdé durante 5 minutos a 1.200 rpm para sedimentar los glébulos blancos. Se resuspendieron las células en
RPMI, se sedimentaron como anteriormente y se resuspendieron en medio con FCS 10% hasta 1 x 10°/ml.

Medicion de interferén-a: Se combinaron las células en cultivo con o bien oligonucleétido 500 nM (o 1 pM) en
Optimem o bien oligonucleétido 133 nM en agente de transfeccion GP2 o Lipofectamine2000 o DOTAP durante
24 horas a 37°C. Se midi6 el interferon-a con el kit de ELISA instantaneo de Bender Med Systems (Viena, Austria)
segun las instrucciones del fabricante.

Se baso la seleccion de las secuencias terapéuticas lider en un nivel de induccion de IFNa de menos del 15% del
control positivo.

Ejemplo 3.5 Determinacion de la estabilidad del ARNi ¢ en esputo de pacientes con CF

Se recogieron muestras de esputos por el Dr. Ahmet Uluer, Children’s Hospital Boston. Tras la recogida, se trataron
las muestras de esputos con antibiético y se irradiaron con UV para reducir el contenido bacteriano. Para determinar
la estabilidad del ARNic en muestras de esputos, se incubaron los ARNic en 30 pl de esputo a una concentraciéon de
5 UM a 37°C durante los tiempos indicados. Se termind la reaccion mediante la adicion de proteinasa K y se
incubaron las muestras a 42°C durante otros 20 minutos. Se afiadié una molécula de ARN de 40 meros compuesta
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por L-nucleétidos (“Spiegelmer”) resistente a la degradacion por nucleasas y sirvio como patrén de calibracion. Se
filtraron las muestras a través de una membrana de 0,2 um para eliminar los residuos restantes. Se analizaron las
muestras mediante HPLC de intercambio idnico desnaturalizante sobre una columna DNAPac PA 200 (Dionex) a pH
11,0 usando un gradiente de perclorato de sodio para la elucion. Se cuantificaron ARNic y productos de degradacion
mediante la determinacion del area bajo el pico para cada muestra. Se normaliz6 la concentracién con respecto a la
concentracion en las muestras no incubadas.

Se baso la seleccién de las secuencias terapéuticas lider (ND8356, ND8357 y ND8396) en una estabilidad in vitro
observada en esputo de CF con una semivida mayor de 60 minutos.

Ejemplo 3.6 Comprobacion cruzada de las secuencias t  erapéuticas lider frente a polimorfismos conocidos
en el gen SCNN1A humano

Para excluir polimorfismos conocidos de los sitios diana de candidatos lider, se comprobaron las secuencias de
ARNic lider frente a la base de datos de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=snp). De los 10 polimorfismos de exones
conocidos en el gen SCNN1A humano, ninguno mostré estar presente en los sitios diana de cualquiera de los 10
candidatos terapéuticos lider mas potentes.

Ejemplo 3.7: Obtencion del perfil  in vitro de las 5 secuencias inespecificas pronosticadas su periores

Se clasificé una lista de alineaciones para cada secuencia mediante su homologia a lo largo de una regién de
19 meros. Se puntuaron las dianas inespecificas basandose en el nimero y la posicion de los apareamientos
erréneos segun los criterios descritos en el ejemplo 1. Se identificaron las 5 secuencias inespecificas superiores
para cada secuencia terapéutica lider (ND8356, ND8357 y ND8396). Se clonaron individualmente secuencias
especificas e inespecificas en un sistema de indicador de luciferasa doble. Cada fragmento clonado abarcaba los 19
nucleétidos diana ademas de 10 nucleétidos que flanqueaban la region, tanto en 5 como en 3’ de la secuencia
diana. Se clonaron los fragmentos en un sitio de clonacién multiple en 3’ con respecto a la secuencia de luciferasa
de Renilla, bajo el control de un promotor de SV40. Se determiné la actividad de cada ARNic frente a secuencias
tanto especificas como inespecificas mediante la fluorescencia relativa de la luciferasa de Renilla diana con respecto
a la luciferasa de luciérnaga, estando esta uUltima controlada independientemente por el promotor de TK de VHS.
Inicialmente, se realizaron las transfecciones en células COS-7 a una concentracion de ARNic de 50 nM. Se
tomaron lecturas de luciferasas a las 24 h tras la transfeccion. A esta alta concentracion de ARNic, no se observé
inactivacion de mas del 30% frente a cualquier secuencia inespecifica para cualquiera de los tres ARNic lider. Se
demostré actividad frente a la secuencia especifica con una reduccién relativa en la actividad de luciferasa de
Renilla de aproximadamente el 80%. También se generaron curvas de CI50 para cada ARNic frente a la secuencia
especifica y se controlaron con las secuencias inespecificas identificadas anteriormente. Para cada ARNic lider, las
CI50 especificas en este ensayo de indicador eran de un orden de magnitud similar (10-50 pM) a las CI50 obtenidas
frente a la diana enddgena en H441 (ejemplo 3.3), lo que indica que para ND8356, ND8357 y ND8396, la potencia
frente a la secuencia especifica era al menos 1000-5000 veces superior que para cualquiera de las secuencias
inespecificas pronosticadas.

Ejemplo 3.8: Obtencion del perfil de genotoxicidad

1. Determinacion de la citotoxicidad: Se determind la citotoxicidad usando un contador de células para la evaluacion
de ndmero de células en cultivo.

2. Se sabe bien que las pruebas de las concentraciones citotdxicas in vitro pueden inducir efectos genotdxicos tales
como formacién de micronicleos. Por tanto, se considerd que el aumento de los nimeros de células que contenian
micronucleos que aparecen en los recuentos celulares de aproximadamente el 50% o menos (en comparacion con
el control negativo simultaneo) estaba relacionado con la citotoxicidad si no podia observarse todavia un aumento
dependiente de la dosis en las células micronucleadas a concentraciones que muestran toxicidad moderada como
maximo. Se requiere el analisis de una concentracion que muestra al menos un 50% de reduccién en el recuento
celular por las directrices que regulan los ensayos de células de mamiferos in vitro (directrices de OECD e ICH para
la realizacion de pruebas de aberraciones cromosémicas). Ademas, los protocolos de OECD requieren que las
pruebas de compuestos no téxicos incluyan al menos una concentracion de precipitacion (siempre que esta no
exceda de 10 mM o 5 mg/ml, cualquiera que sea inferior). Puesto que la prueba de microndcleos in vitro tiene como
objetivo predecir el desenlace de los ensayos regulatorios, es decir, la prueba de aberraciones cromosémicas in
vitro, se disefié el protocolo para la prueba de microndcleos in vitro para que cumpliese los requisitos de estas
pruebas.

3. Sistema de prueba: Las células TK6 son células inmortalizadas y transfectadas con virus de Ebstein-Barr (origen
linfoblastoide humano derivadas del bazo). Determinacion del potencial clastogénico y/o aneugénico en la prueba de
micronucleos in vitro con células TK6 con/sin homogeneizado de higado S9 (2%) de ratas macho (tratadas
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previamente con Aroclor 1254). Tiempo de tratamiento: 20 h (-S9), 3 h (+S9). Tiempo de toma de muestras: 24 h tras
el inicio del tratamiento de 3 horas, 48 h tras el inicio del tratamiento de 20 horas. Para cada sustancia, se analizaron
al menos tres concentraciones (2 cultivos por concentracion) y 2000 células por concentracion.

4. El efecto de induccion de micronlcleos para una concentracién sometida a prueba se consider6 positivo si la
frecuencia de células micronucleadas era

* >= 206 y mostré al menos una duplicacion del valor del control de disolvente simultdneo, OR

* < 2% y mostré al menos un aumento de 3 veces con respecto al valor del control de disolvente simultaneo.

5. Para concluir que un experimento es positivo, tienen que tenerse en cuenta la relacion dosis-efecto y la toxicidad.
6.

7. Resumen: Las secuencias terapéuticas lider ND8396, ND8356, ND8357 no indujeron un aumento del nimero de
células que contenian micronucleos tras el tratamiento de 20 horas sin activacion metabdlica, ni tras el tratamiento
de 3 horas con o sin S9. No pudo analizarse la concentracion citotéxica hasta el limite de prueba de 5 mg/ml.

Ejemplo 3.9 Eficacia funcional in vitro en H441: ND8396

Con el fin de demostrar la eficacia funcional in vitro de ARNic lider frente a alfaENaC, se transfectaron células H441
con ARNic y se prepararon para el andlisis mediante la camara de Ussing del transporte i6nico. Para la transfeccion,
se sembraron en placa células H441 en frascos T25 a 2 x 10° células por frasco en medio de cultivo complementado
con dexametasona 200 nM. Se transfectaron las células en cada frasco con o bien ND8396 o bien un ARNic control
que no seleccionaba como diana a ARNic 30 nM y Lipofectamine 2000 4 mi/ml en un volumen total de 5 ml (medio
libre de suero). Un dia tras la transfeccién, se sembraron en placa las células sobre insertos Snapwell de 1 cm? a
confluencia (2 x 10° células por inserto) para minimizar el tiempo requerido para la diferenciacién y formacion de
uniones estancas y se suministr6 medio en las camaras tanto apical como basolateral. Tras un dia de cultivo
adicional, se elimind el medio apical y se reemplazé el medo basolateral, llevando asi las células a cultivo en la
superficie de contacto aire-liquido (ALI). Se mantuvieron las células en ALI durante seis dias adicionales antes del
analisis del transporte iénico.

8. Para el andlisis funcional en camaras de Ussing, se montaron los insertos de Snapwell en camaras de difusiéon
vertical (Costar) y se bafiaron con disolucion de Ringer gasificada de manera continua (el 5% de CO; en O; pH 7,4)
mantenida a 37°C que contiene: NaCl 120 mM, NaHCO3; 25 mM, KH,PO4 3,3 mM, K;HPO4 0,8 mM, CaCl; 1,2 mM,
MgCl; 1,2mM y glucosa 10 mM. Se determind la osmolaridad de la disolucion dentro del intervalo de 280 vy
300 mosmol/kg de H,O. Se sometieron las células a pinzamiento de voltaje a 0 mV (modelo EVC4000; WPI). Se
midio la resistencia transepitelial (Rr) aplicando un pulso de 1 6 2 mV a intervalos de 30 s, o usando la diferencia de
potencial inicial a través de las células y la corriente inicial medida, y calculando entonces Rt mediante la ley de
Ohm. Se registraron los datos usando una estacion de trabajo PowerLab (ADInstruments). Tras el tratamiento con
ARNic, se registraron las caracteristicas basales de las células y la corriente de cortocircuito sensible a amilorida (Isc
tras la aplicacién de amilorida 10 pM; lado apical s6lo). Se determiné la actividad del canal ENaC en cada cultivo
mediante la Isc sensible a amilorida en cada caso.

9. Tras el ensayo, se lisaron las células en los insertos individuales para el analisis del ARN. Se correlacion6 una
inactivacion del 75% al nivel del ARN en el tiempo de ensayo (ND8396 en comparacién con control que no
selecciona como diana) con una inactivacion funcional de la corriente sensible a amilorida de aproximadamente el
30% (ND8396 en comparacion con control que no selecciona como diana).

Se representan a continuacion secuencias de acido nucleico usando nomenclatura convencional, y especificamente
las abreviaturas de la tabla A.

Tabla A: Abreviaturas de monémeros de nucledtido usados en la representacién de secuencias de acido nucleico.
Se entendera que estos mondémeros, cuando estan presente en un oligonucleétido, se unen mutuamente mediante
enlaces 5'-3'-fosfodiéster.
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Tabla 1A: ARNic seleccionados en el conjunto de seleccion inicial (ARNic que presentan reactividad cruzada entre
ENaC alfa de ser humano-rhesus). Se identificaron un total de 152 secuencias de ARNi como conjunto de seleccion
5 inicial, tanto con (hebras de secuencia 1-304) como sin (hebras de secuencia 305-608) modificacion de la estructura
principal. Se disefiaron secuencias de ARNi para que fuesen completamente complementarias con secuencias de
alfa-ENaC de tanto ser humano como mono rhesus, segun los criterios de disefio descritos en la seccion de
ejemplos. Se muestra la expresion residual en porcentaje de alfa-ENaC en dos experimentos de transfeccién de una
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Abreviatura®

Nucledtido(s)

A adenosina-5"-fosfato

C citidina-5'-fosfato

G guanosina-5'-fosfato

T 2'-desoxi-timidina-5'-fosfato

U uridina-5'-fosfato

c 2’-O-metilcitidina-5’-fosfato

u 2'-O-metiluridina-5’-fosfato

Ts 2'-desoxi-timidina-5’-fosforotioato

Unica dosis independientes (se hace referencia a la seccién de ejemplos para los métodos usados).

i

1D de diiplex

ID de sac.

Sentide

Antisentido

de una
Unica dosis
a 50 nM
en Hd41;
MY

17 galeceién :

2" seleccién

a50 nM en
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DE
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NDB306 _: 43 UUACUCACGAUGECCCUCETST 44 | CGAGCECCAUCGUGAGUAATST 91% 7% 93% 6%
 NDB307 i 45 GAAGCCGAUACUGGL T 46 | GGAGAOCAGUAUCGGCUUCTST 71% 3% 73% 6%
NDB308 : 47 GARACUGGUCUCCAGECCETST 48 | CGOCCUGGAGACCAGUAUCTST B6% 1% 904 9%
NDB309 | 49 AUACUGGUCUCCAGGCCGATST 50 | UCGECCUGGAGACCAGUAUTST 71% 5% 70% 8%
NDB310 | 51 CAACGGUCUGUCCCUGAUGTST 52 | GAUCAGGGACAGACCGUUGTST BO% 2% gd4% 9%
NDB311 | 53 UULAACUUGCGGCCUGGCGTST 54 | CGOCAGGCCGCAAGUUAAATST 95% 2% 107% 15%
NDB312 : 55 uAcucAcGAUGECeCucCeTST 56 | CCGAGEGCCAUCGUGAGUATST 448 2% 97% 9%
NDB313 : 57 UUUCGGAGAGUACUUCAGCTST 58 | GCUGAAGUACUCUCCGAAATST 144 24 16% 2%
NDB314 : 59 GCAGACGCUCUUNGACCUGTST 60 | CAGGUCARAGAGCGUCUGCTST 55§ 4% 584 5%
NDO315 | 61 CUACAUCUUCUAUCCGCGGTST 62 | CCGCGGAUAGAAGAUGUAGTST 20% 3% 26% 4%
NDB316 : 63 AGGCGAAUUACUCUCACUUTST 64 | AAGUGAGAGUAAUUCGCCUTST 24% 1% 25% 2%
NDB317 : 65 ceGCUUCARCCAGGUCUCC T T 66 | GEGAGACCUGGUUGAASCGETST 62% 5% 54% 4%
NDB318 : 67 CAACCGCAUGAAGACGGOCTST 68 | GGCCGUCUUCAUGCGEUUCTST 54% 6% 54% 4%
NDB319 |} 69 AUGAAGACGGCCUUCUGGGTS T 70 | COCAGAAGGCCGUCUUCAUTST [y q% 144 6%
NDB320 71 AGCACAACCGCAUGARGACTS T 72 | GUCUUCAUGCGGUUGUGCUTST 15% 1% 16% 1%
NDE321 | 73 UCGAGUUCCACCGCUCCUATS T 74 | UAGGAGCGGUGGAACUCGATST B5% 5% 894 13%
NDB322 75 CUGCUUCUACCAGACAUACTST 76 | GUAUGUCUGGUAGAACCACTST 464 q% 443 3%
NDB323 i 77 GAGEGAGUGGUACCECUUCTST 78 | GAAGCGGUACCACUCCCUCTST 60% 7% 56% 3%
NDB324 79 CCUUUALGEALGAUCEUCETST 80 | CCACCAUCAUCCAUAAAGGTST i 83% 9% p2% 1%
NDB325 : 61 UGAGGGA AccGcuuTsT 82 | AAGCGGUACCACUCCCUCATST 77% 6% 72% 2%
NDB326 B3 CCUGCAACCAGGCGAAUUATST 84 | URAUUCGCCUGGUUGCAGGTST 41§ a1 44% 7%
NDB327 i 85 GGCCUGGCEUGGAGACCUCTST 86 | GAGGUCUCCACGCCASGCCTST 101% 5% 95% 4%
NDB328 : @7 UGCUUUUCEGAGAGUACUUTST 88 ! AAGUACUCUCCGAAARGCATST 36% 1% 29% 2%
NDB329 89 CCOBUAGCOUGGCTUCCAGTET 90 | CUGGAGGCEACGCUACGEGTST 52% 1% 51% 2%
NDB330 91 cCcBUAGCGUGGCCUCCAGETS T 92 | GCUGGAGGCCACCCUACGGTST B6% 9% g4% 3%
NDB331 | 93 CCAGGCGRAUUACUCUCACTET 94 ; GUGAGAGUARUUCGCCUGGTST 15% 2% 13% 1%
NpB332 ;95 GAAACUGCUAUACULUCAATST 96 | UUGAAAGUAUAGCAGUUUCTST 108 1% 10% 1%
NDB333 ;97 GocoCEEUAAUGGUGCACGTST 88 | CGUGCACCAUUACCCGGECTS T B3% 6% 92% 4%
NDB334 99 cCcGGGUAAUGGUGCACGGTET 100 | CCGUGCACCAUUACCCGGGTST 56% 4% 71% 10%
NDB335 | 101 SGGEUAAUGGUGCACGEGCTET 102 | GCCCGUGCACCAUMACCCGTST 42% 3% 91% 8%
'NDB336 | 103 GGGUAAUGGUGCACGGGCATST 104 | UGCCCGUGCACCAUUACCCTST 65% 5% 71% 7%
NDB337 | 105 UAAUGGUCCACGCECAGGATST 106 | UCCUGCCCGUGCACCAUUATST 46% 3% 6% 4%
NDB338 107 CuGGUUACUCACGAUGGCCTaT 108 | GGCCAUCGUGAGUAACCAGTST 74% 5% 79% 10%
NDB339 109 GUUACUCACGAUGECCGUCTST 110 | GAGGGCCAUCGUGAGUAACTST B5% 6% 92% 8%
NDB340 i 111 uGucAcGAUGGuUcAcccucTsT 112 | GAGGGCUGACCAUCGUGACATST 85% 4 74% 5%
NDB341 113 UGCUCCGAAGGUUCCGAAGTST 114 | CUUCGGAACCUUCGGAGCATST 37% 2% 32% 3%
NDB342 | 115 116 | CGGCUUCGGAACCUUCGGATST 60% 4% 47% 5%
NDB343 | 117 118 : ACCAGUAUCGGCUUCGGAATET 15% 1% 13% 2%
 NDB344 | 119 120 ;| CUGGAGACCAGUAUCGGCUTST 49% 3% 41% s
NDB345 121 122 | GUUCAGAGGCAGUACCAAGTST 55% 2% 47% 4%
NDB346 | 123 124 | UuAUAGUGUGE BACGGGASTST 67% 3% 57% \ 5%
NDB347 | 125 29% 1% 26% 3%
NDB348 | 127 G 17% 1% 15% 3%
NDB349 | 129 UUGECCEUUUAUGUANGCUTST 8% 2% 50% 4%
NDB350 | 131 uGeceGuUUALGUAUGCUCTST 59% 8% 14% 6%
NDB351 : 133 GEACCCUAGACCUCUGCAGTST 134 | CUGCAGAGGUCUAGGEUCCTaT 863 11% a2% 2%
NDB352 | 135 CCUAGACCUCUGCAGCCCATST 136 | UGGGCUGCAGAGGUCUAGETST 69% 7% 79% 3%
NDB353 i 137 UGGCAUGAUGUACUGGCAATST 138 | UUGCCAGUACAUCAUGCCATST 58% 4% 52% 4%
NDB354 | 139 UACUGGCAAUUCEECCUGCTST 140 | GEAGGCCGAANUGCCAGUATST 101% 4% 100% a8
NDB355  : 141 AAuucGEccuGeuuuuceeTaT ;| 142 | CCGAAAAGCAGGCCGAAUUTST 49% 1% 43% 6%
NDB356 ; 143 CuGCUUUUCGEAGAGUACUTST 144 | AGUACUCUCCGAAAAGCAGTST 17% 3% 18% 1%
NDB357 | 145 UUCGGAGAGUACUUCAGCUTST 146 | AGCUGAAGUACUCUCCGAATaT 13% 3% 16% 2%
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NDB358 | 147 AGCAGACGCucCUuuGACcuTsT 148 ;| AGGUCAAAGAGCGUCUGCUTST 73% 9% 71% 5%
NDB359 : 149 CUUGCAGCECCUGAGGGUCTST 150 | GACCCUCAGGCGCUGCAAGTST 57% 9% 64% T 7%
NDB360 | 151 UGGCUULAACUNGCGECCUTST 152 ;| AGGCCGCAAGUUAAAGCCATST 102% 12% 106% 10%
NDB361 | 153 GCuuLAACUUGCGECCUGETST 154 | CCAGGCCGCAAGUUAAAGCTST 83% 5% 82% 8t
NDB362 | 155 UAACUUGCGGCCUGGCGUGTST ;| 156 ! CACGCCAGGCCGCAAGUUATST 119% 2. 115% 6%
NDB363 | 157 ACCULUACCCUUCARAGUATST 158 | UACUUUGAAGGGUAAAGGUTST 17% 3% 13% 2%
NDBA364 | 159 GGUUACcUCACGAUGGCCCuTsT 160 ;| AGGGCCAUCGUGAGUAACCTST 104% 9% 117% 17%
NDB365 | 161 CACGAUGECCCUCGGUGACTST 162 | GUCACCGAGGECCAUCGUGTST 1408 138 100% ELY
NDB366 : 163 AGAUGCUAUCGCGACAGAATST 164 | UUCUGUCGCGAUAGCAUCUTST 46% 23 70% 6%
NDB367 165 AcGAUGGucAcccuccuGuTsT 166 : ACAGGAGGGUGACCAUICGUTST 85% 6% 128% 10%
NDB368 ! 167 CUCCGAAGGUUCCGARGOCTST 168 | GGCUUCGGAACCUUCGGAGTST 12% 2% 18% 1%
NDB369 169 AAGCGUUCCGARGCCGAUACTST 170 | GUAIICGGCUUCGGAACCUUTST, 63% 7% 114% 19%
NDB370 171 GGUACUGCCUCUGAACACUTST 172 | AGUGUUCAGAGGCAGUACCTST 364 3% 714 6%
NDB371 | 173 AGCUUUGACAAGGAACUUUTST 174 : ABAGUUCCUUGUCAAAGCUTST 17% 1% 21% 1%
NDB372 175 UUUGACAAGGAAcuuuccuTaT 176 ;| AGGAAAGUUCCUUGUCAAATET 16% 2% 26% 4%
NDB373 177 UGACAAGGAACUUUCCUAATST 178 ;| DUAGGAAAGUUCCUUGUCATST 12% 1% 22% 5%
NDB374 | 179 CCCBUAGCACACUAUAACATST 180 | UGUUAUAGIGUGCUACGGGTST q1% 2% 75% 3%
NDB375 | 181 CACUAUAACAUCUGCUGGATST 182 ;| UCCAGCAGAUGUUAUAGUGTST 17% 1% 26% 2%
ND8376 | 183 uuGCcuGUUGCACCAUACUUTST 184 | AAGUAUGGUGCAACAGCAATST 45% 43 £9% 6%
NDB377 | 185 GUACUGGCAAUNCGGCCUGTST 186 | CAGGCCGAAUUGCCAGUACTaT 60% 6% 120% 8%
ND8378 187 cEGocuG UUCGGAGTST 188 ;| CUCCGAAAAGCAGGCCGAATST 57% 5% 86% 11%
NDB379 | 189 CCUGCUUUUCGGAGAGUACTST 190 | GUACUCUCCGARAAGCAGETST 43% 5% 50% 3%
NDB380 ;i 191 GCUUUUCGEAGAGUACUUCTST 192 i GAACUACUCUCCGAAAAGCTST 16% 2% 24% 2%
NDB381 : 193 CuUUUCGGAGAGUACUUCATST 194 ;| UGAAGUACUCUCCGAAAAGTST 12% 1% 16% 3%
NDB382 ; 195 CAACCUCAACUCGGACAAGTST 196 | CUUGUCCGAGUUGAGGUUGTST 33% 2% 39% 3%
NDB3B3 | 197 | cuACCAGACAUACUCAUCATST 198 AGTST 13% 0 ¢ 1% 23% 6%
NDE384 | 199 cug GCcAGAGATST | 200} UC TaT 11% 1% 18% 3%
NDB3BS {201 AAACUGCUAUACULUCAAUTET 202 i AUUGAAAGUAUAGCAGUUUTST 48% 8% 64% 11%
NDB3B6 : 203 GECUUUAACUUGCGGCCUGTaT . 204 | cAGGCCGCAAGUUAAAGCCTST 55% 7% 70% B%
NDB387 205 cuuuhAcuuGeEtocucGeTsT 206 ;: GCCAGGCCGCAAGUUAAAGTST -40% 11% 87% 14%
NDB3BE i 207 AGGUGUGUAUUCACUCCUGTST | 208 | cAGGAGUGAAUACACACCUTST 45% 3 41% 5%
NDB389 {209 ACGAUGECCCUCGGUGACATET 210 | UGUCACCGAGGGCCAUCGUTST 43% 2% 60% 9%
NDB320 211 cuGAACcACL uucccTaT 212 | GEGGAAACCAGAGUGUUCAGTaT 33% 2% 48% 11%
NDB391 213 CUAURACAUCUGCUGGAGUTET 214 : ACUCCAGCAGAUGUUAUAGTST 16% 1% 17% ‘4%
NDB392 : 215 GoACCALACUUUCUUGUACTET 216 | GUACAAGAAAGUAUGGUGCTST 19% 1% 22% 4%
NDB353 217 UGUCUAGCCCAUCAUCCUGTST 218 : cAGGAUGAUGGGCUAGACATET 69% 3% 92% 15%
NDB394 | 219 AGGACCCUAGACCUCUGCATST 220 | UGCAGAGGUCUAGEGUCCUT=T 94% 5% 6% 13%
NDB395 221 eCACCGCUCCUACCGAGAGTST 222 | CUCUCGGUAGGAGCGEUGETET 55% 1% 65% 6%
NDE396 | 223 UACCGAGAGCUCUUCGAGUTST 224 | ACUCGAAGAGCUCUCGGUATST 11% 1% 11% 1%
ND8397 | 225 AACAUCCUGUCGAGGCUGCTST 226 | GCAGCCUCGACAGGAUGUUTST 904 7% 72% 11%
NDE398 | 227 GAACCUUUACCCUUCAAAGTST 228 | CUUUGAAGGGUAAAGGUUCTST 22% 2% 25% 4%
NDB399 {229 GGUUCCGARGCCGAUACUGTST 230 | cAGUAUCGGCUUCGGAACCTST 93% 9% 89% 9%
NDB400 231 AAGCCEAUAC uccATaT 232 | UGGAGACCAGUAUCGGCUUTST 35% 2% 42% 9%
ND8401 | 233 ucCUAGCCCAuCAUCCUGCUTaT 234 | AGCAGGAUGAUGGGCUAGATST 95% 8% 95% 14%
NDB402 : 235 cGGcGecAuceCGecuGGueTsT 236 | cACCACCCGGAUGGCGCCGTST B1% 8% B9 17%
NDB403 237 UUUUCGGAGAGUACULCASTST 238 | CUGAAGUACUCUCCGAAAATST 13% 1% 13% 1%
ND8404 239 GAGAGUACUUCAGCUACCCTaT | 240 | CGEUAGCUGAAGUACUCUCTST 71% 3% 100% 10%
NDB405 i 241 GACGCUCUUUGACCUGUACTST 242 | GUACAGGUCAAAGAGCGUCTST 84% 5% 92% 13%
NDB4DE | 243 uGuGuAuucAcuccuGeuulsT 244 | AAGCAGEACUGARUACACATST 78% 2% 89% 83
NDB407 | 245 AACAACARGAGAARUGGAGTST 246 | CUCCAUUUCUCUUGUUGUUTST 66% 3% 88% 21%
NDB40B 247 AUUGAAGGAUGUGCAGGGETST 248 25% 1% 36% 69
NDB40S | 249 ucucAGAGCCGCCcAAACUTST 250 18% 1% 24% 2%
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NDB410 : 251 AAACACARCCAAGGGUACATST 252 | UGUACCCUUGGUUGUGUUUTST 21% 1% 35% 2%
NDB8411 253 UACCCGUGCCCUCACAGAGTST 254 i CUCUGUGAGGGEACCGGUATST 57% 2% 67% 4%
NDB412 : 255 UAGCACACUAUAACAUCUGTST 256 ; cAGAUGUUAUAGUGUGCUATST 30% 2% 11% 1%
NDB413 : 257 GGUGUGUANUCACUCCUGCTS T 258 | GCAGGAGUGAAUACACACCTST 73% 1% 90% 9%
‘ NDB414 | 259 CAUGAUCAAGEAGIGUGGCTS T 260 | GCcACACUCCUUGAUCAUGTST 65% 2% 67% 5%
NDB415 : 261 AcucAcGAnGGcocucGGuTaT 262 | ACCGAGGGCCATCGUGAGUTST 96% 6% 95% 6%
NDB416 ; 263 GGAGCUUUGACAAGGAACUTST 264 | AGUUCCUUGUCAAAGCUCCTST 24% 1% 28% 4%
NDB417 ; 265 AuAcccGUGCCCUCACAGATST 266 | UCUGUGAGGGCACGGGUAUTET 54% 1% 62% | 2%
NDB41B i 267 GGAGUGGCCAAAGUCAACATST 268 | UGUUGACUTUGGCCACUCCTST 933 2% 86% 11%
NDB419 : 269 AAcuAcAARACCAAUUCUGTST 270 } cAGAAUUGGUUUUGUAGUUTST 101y 5% 108% 19%
NDB420 : 271 UGCUGEAGUGUUGCUGUUGTST 272 | cAACAGCAACACUCCAGCATST 29% 1% 26% 1%
NDB421 : 273 AGGUCUCCUGCAACCAGECTST 274 ; GCCUGGUUGCAGGAGACCUTST 953% 10% 91% 174
NDB422 i 275 CUNLGGCAUGAUGUACUGGTS T 276 | CCAGUACAUCAUGCCAAAGTST 86% 3% 84% 6%
 ND8423 : 277 cAucuGcAcccucARucceTsT 278 | GGGAUUGAGGGUGCAGAUGTST B2% 11% 73% a%
NDB424 | 279 CGACUGCACCAAGAAUGGCTST 280 | GCCAUUCUUGGUGCAGUCGTST 70% 8% 69% 7%
NDB425 | 281 AAAACACARCCARGGGUACTST 282 | GUACCCUUGGUUGUGUUUUTST 95% 6% 106% 12%
ND8426 | 283 CAUCUGCUGGAGUGUUGCUTST 284 | AGCARCACUCCAGCAGAUGTST 30% 2% 37% 1%
NDB427 : 285 cCuACAUCUUCUAUCCGEGTST 286 ; CGCGGAUMGAAGAUGUAGGTST 42% 6% 30% 1%
, NDB42B  : 287 GCCUACAUCUUCUAUCCGCTST 208 | GCGEAUAGAAGAUGUAGECTST 65% 7% 54% 3%
NDB429 i 289 GAGUGGUACCECUUCCACUTST 290 ; AGUGGAAGCGEUACCACUCTST 95% i 11% 86% 19%
NDB8430 : 291 GGuAccoGcuuccAcuAchuTaT 292 | AUGUAGUGGAAGCGGUACCTST 111% 19% 96% 14%
NDB431 293 GUGGUACCGCUUCCACUACTET 294 AGUGGAACCGGUACCACTST 98% 13% 52% 26%
NDB432 : 295 GAAUUACUCUCACUUCCACTST 296 | GUGGAAGUGAGAG uuCTsT 1118 i 21% 73% 27%
NDB433 ; 297 AAuuAcucucAcuuccAccTaT 298 | GGUGGAAGUGAGAGUAAUUTST 109% 22% 105% 7%
NDB434 : 209 uAcucucAcuuccAccAccTsT 300 | GEUGGUGGAAGUGAGAGUATET 106% 23% 95% 7%
Npe43s ;301 AGUEGUACCOCUUCCACUATST 302, i UAGUGGAAGCGEUACCACUTST 109% 18% 102% 2%
NDB436 : 303 GGECAACUUCAUCUUCGCCTST 304 | GGCGAAGAUGAAGUUGCCCTST 109% 18% 107% 14y
ND-B501 | 305 AGCCCGUASCGUCGCCUCCTST 306 | GGAGGCCACGCUACGEGCUTST 84% 14% 69% 3%
ND-B502 ; 307 CCGGGUAAIGGUGCACGGGTST 308 | CCCGUGCACCAUUACCCGGTST 41% 6% 30% 2%
ND-B8503 | 309 AUGCUAUCGCGACAGAACATST 310 | UGUUCUGUCGCGAUAGCAUTST 11% 2% 10% 2%
ND-B504 | 311 UGCUAUCGCGACAGAACAATST 312 | UUGUUCUGUCGCGAUAGCATST 15% 2% 10% 0%
ND-8505 i 313 GCCCGUUUAUGUAUGCUCCTST 314 | GGAGCAUACAUAAACGGGCTST 23% 3% 16% 1t
ND-B506 | 315 GCCCGUAGCGUGGCCUCCATET i 316 | UGGAGGCCACGCUACGGGCTST 32% 3% 22% 1%
ND-B507 ; 317 CCGGAAAUUAAAGAGGAGCTST 318 | GCUCCUCUUVURAUUUCCGGTST 35% 4% 24% 1%
ND-B508 | 319 CCGAAGGUUCCGAAGCCGATST 320 | UCGGCUUCGGAACCUUCGGTST 19% 2% 133 1%
ND-B509 : 321 GCAAUUCGGCCUGCUUUUCTST 322 | GAARAGCAGGCCGAAUUGCTST 12% 1t as 1%
ND-B510 | 323 GGCGAAUUACUCUCACUUCTST 324 | GAAGUGAGAGUAAUUCGCCTST 21% 2% 18% 1%
ND-B511 : 325 GCGAAUUACUCUCACUUCCTST 326 | GGAAGUGAGAGUAAUUCGCTST 12% 2% 8% 1%
ND-8512 | 327 AACCAGGCGAAUUACUCUCTST 328 ; GAGAGUAAUUCGCCUGGUUTST 99% 11% 79% 5%
ND-B513 | 329 GGUAAUGGUGCACGEGCAGTST 330 ;| CUGCCCGUGCACCAUUACCTST 61% 6% 42% 4%
ND-8514 : 331 CUCACGAUGGCCCUCGGUGTT 332 ; CACCGAGGGCCAUCGUGAGTST 94% 11% 70% 1%
ND-8515 :.333 GCUCCGAAGGUUCCGAAGCTST 334 | GCUUCGGAACCUUCGGAGCTST 18% 2% 17% 2%
ND-8516 : 335 GCCGAUACUGGUCUCCAGGTST 336 | CCUGGAGACCAGUAUCGGCTaT 14% 1% 12% 1%
ND-8517 : 337 CCGAUACUGGUCUCCAGGCTST 338 | GCCUGGAGACCAGUAUCGGTST 42% st 33% 2%
ND-8518 : 339 UGCUGUUGCACCAUACUUUTST 340 | AAAGUAUGGUGCAACAGCATST 10% 1% 9% 0%
ND-8519 : 341 AACGGUCUGUCCCUGAUGCTST 342 : GCAUCAGGGACAGACCGUUTST 60% 7% 52% 8%
ND-8520 : 343 UUAACUUGCGGCCUGGCGUTST 344 | ACGCCAGGCCGCAAGUUAATST 82 25% 77% 18%
ND-8521 | 345 GCUGGUUACUCACGAUGGCTST 346 | GCCAUCGUGAGUAACCAGCTST 36% 1% 34% 7%
ND-8522 & 347 UUACUCACGAUGGCCCUCGTST 348 } CGAGGGCCAUCGUGAGUAATST 105% 21% 113% 21%
. ND-8523 | 349 GAAGCCGAUACUGGUCUCCTST 350 : GGAGACCAGUAUCGGCUUCTST 24% 2% 18% 2%
ND-B8524 : 351 GAUACUGGUCUCCAGGCCGTST 352 ! CGGCCUGGAGACCAGUAUCTST 30% 5% 25% 3%
ND-8525 ; 353 AUACUGGUCUCCAGGCCGATST 354 ; UCGGC TaT 12% 1% 11% 2%
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ND-8526 | 355 CAACGGUCUGUCCCUGAUGTST 356 | CAUCAGGGACAGACCGUUGTST 24% 7% 24% 2%
ND-8527 | 357 UUUAACUUGCGGCCUGGCOGTST 358 ;| CGCCAGGCCGCAAGUUAAATST 122% 6% 107% 9%
ND-8528 | 359 UACUCACGAUGGCCCUCGGTST 360 ;| CCGAGGGCCAUCGUGAGUATST 78% 6% B4% 7%
ND-8529 | 361 PUUCCGAGAGUACUUCAGCTST 362 ;| GCUGAAGUACUCUCCGAAATST B87% 18% B0% 17%
ND-8530 | 363 GCAGACGCUCUUUGACCUGTST 364 | CAGGUCAAAGAGCGUCUGCTST 14% 2% 13% 0%
ND-8531 : 365 CUACAUCUUCUAUCCGCGGTST 366 | CCGCGGAUAGAAGAUGUAGTST 20% 1% 18% 3%
ND-8532 | 367 AGGCGAAUUACUCUCACUUTST 368 G 25% 5% 18% 1%
ND-8533 | 369 CCGCUUCAACCAGGUCUCCTST 370 : GGAGACCUGGUUGAAGCCGTST 30% 11% 22% 2%
ND-6534 : 371 CAACCGCAUGAAGACGGCCTST 372 | GGCCGUCUUCAUGCGGUUGTsT 33% 4% 23% 1%
ND-8535 | 373 AUGAAGACGGCCUUCUGGGTST 374 | CCCAGARGGCCGUCUUCAUTST 114% 12% B4% 15%
ND-8536 | 375 AGCACAACCGCAUGAAGACTST 376 | GUCUUCAUGCGGUUGUGCUTST 18% 1% 16% 3%
ND-8537 | 377 UCGAGUUCCACCGCUCCUATST 3768 | UAGGAGCGGUGGAACUCGATET 25% 0% 26% 3%
ND-8538 | 379 CUGCUUCUACCAGACAUACTST 380 | GUAUGUCUGGUAGAAGCAGTST 12% 1% 13% 2%
ND-8539 | 381 GAGGGAGUGGUACCGCUUCTST 382 | GAAGCGGUACCACUCCCUCTST 43% 1% 47% 14%
ND-8540 : 383 CCUUUTAIGEAIGAUGGUGGTST 384 i CCACCAUCAUCCAUAAAGSTET -61% 5% 60% B%
ND-8541 { 385 UGAGGGAGUGEUACCGCUUTST 386 i AAGCGGUACCACUCCCUCATST 36% 5% 35% 5%
ND-B542 | 387 CCUGCAACCAGGCGAAUUATST 388 | UAAUUCGCCUGGUUGCAGGTST 19% 2% 16% T1%
ND-8543 : 389 GGCCUGGOGUGGAGACCUCTST 390 | GAGGUCUCCACGCCAGGOCTST 28% 7% 20% 2%
ND-8544 : 391 UGCUUUUCGGAGAGUACUUTST 392 ;| AAGUACUCUCCGAAAAGCATST 22% | 5% 17% 1%
ND-B545 | 393 CCCGUAGCGUCSGOCUCCAGTST 394 : CUGGAGGCCACGCUACGGETST 25% 3% 22% 2%
ND-8546 | 395 CCGUAGCGUGSCCUCCAGCTST 396 | GCUGGAGGCCACGCUACGETST 62% 5% 57% 9%
ND-8547 ;| 397 CCAGGOGAATUIACUCUCACTST 398 : GUGAGAGUAAUUCGCCUGGTST 23% 11% 16% 2%
ND-8548 | 399 GAAACUGCUAUACUULUCAATST 400 ;| UUGAAAGUAUAGCAGUUUCTST 9% 3% 3% 0%
ND-8549 : 401 GCCCGEEUAAIGGUGCACGTST 402 | CGUGCACCAUUACCCGGECTST 87% 9% 92% 14%
ND-8550 ! 403 CCCGGGUAAUGGUGCACGGTsT 404 | CCGUGCACCAUUACCCGGGTsT -19% 12% 14% 1%
ND-8551 ; 405 CGEGUAAUGGUGCACGGGCTST 406 ;| GCCCEUGCACCAUUACCCGTST 60% 11% 73% 2 3%
ND-8552 : 407 GGGUAAUGGUGCACGEGCATET 408 | UGCCCGUGCACCAUUACCCTST 30% 6% 33% 2%
ND-8553 | 409 UARUGGUGCACGGGCAGGATST 410 | UCCUGCCCGUGCACCAUUATST 29% 3% 31% 1%
ND-B554 | 411 CUGGUUACUCACGAUGGCCTs T 412 | GGCCAUCGUGAGUAACCAGTST 74% 15% 66% 8%
ND-8555 | 413 GUUACUCACGAUGGCCCUCTST 414 | GAGGGCCAUCGUGAGUAACTST 91% 21% B88% 10%
ND-8556 : 415 UGUCACGAUGGUCACCCUCTaT 416 | GAGGGUGACCAUCGUGACATST 72% 4% 76% 12%
' ND-8557 | 417 UGCUCCGAAGGUUCCGAASTS T 418 | CUUCGGARACCUUCGGAGCATST 51% 2% 59% 18%
ND-8558 | 419 UCCGAAGGUUCCGAAGCCGTaT 420 | CGGCUUCGGAACCUUCGGATST 109% 11% . 778 13%
ND-8559 i 421 UUCCGAAGCCGAUACUGGUTE T 422 | ACCAGUAUCGGCUUCGGAATST 46% 20% 33% 6%
ND-8560 : 423 \C 424 | CUGGAGACCAGUAUCGECUTST 15% 6% 10% 1%
ND-8561 : 425 CUNCGUACUGCCUCUGAACTST 426 | GUUCAGAGGCAGUACCAAGTST 16% 3% 12% 3%
ND-B562 : 427 CUCCCGUAGCACACUAUAATST 428 i UUAUAGUGUGCUACGGGAGTST 14% 6% 10% 1%
ND-8563 : 429 UCCCGUAGCACACUAUARCTET 430 | GUUAUAGUGUGCUACGGGATST 43% 11% 36% 4%
ND-8564 ;| 431 UGCACCAUACUUUCUUGUATST 432 | UACAAGAAAGUAUGGUGCATST 17% 6% 13% 3%
ND-H565 | 433 UUGCCOGUUUAUGUAUGCUTS T 434 | AGCAUACAIANACGGGCAATST B4% 2% 103% 12%
ND-B566 : 435 UGCCCGUUUAUGUAUGCUCTaT 436 | GAGCAUACAUAAACGGGCATET 69% 25% 93% 1%
ND-8567 | 437 GGACCCUAGACCUCUGCAGTST 438 | CUGCAGAGGUCUAGGGUCCTST 29% B% 33% 2%
ND-B8568 : 439 CCUAGACCUCUGCAGCCCATST 440 | UGGGCUGCAGAGGUCUAGGTST 18% 2% 19% 1%
ND-B569 : 441 UGGCAUGAUGUACUGGCAATST 442 | UUGCCAGUACAUCAUGCCATST 19% 3% 20% 5%
ND-B570 : 443 UACUGGCAAUUCGGCCUGCTST 444 | GCAGGCCGAAUUGCCAGUATST B6% 15% B3% 16%
ND-B571 | 445 AAUUCGGCCUGCUUUUCCETST 446 | CCGAAAAGCAGGCCGAAUUTET 19% 3% 24% 4%
ND-B572 ; 447 CUGCUUUUCGGAGAGUACUTST 448 ! AGUACUCUCCGAAAAGCAGTST a% 2% 12% 2%
ND-B573 | 449 UUCGGAGAGUACUUCAGCUTST 450 | AGCUGAAGUACUCUCCGAATST 27% 3% 40% :© 5%
ND-8574 | 451 AGCAGACGCUCUUUGACCUTST 452 | AGGUCARAGAGCGUCUGCUTST 15% 0% 19% | | 4%
ND-8575 | 453 CUUGCAGCGCCUGAGGGUCTST 454 | GACCCUCAGGCGCUGCAAGTST 35% 1% 404 | 4%
 ND-B576 : 455 UGECUUUAACUUGCGGCCUTST 456 | AGGCCGCAAGUUAAAGCCATST 417% 3% 53% 8%
ND-B8577 ; 457 aT 458 20% 2% 25% 5%
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ND-B578 | 459 BAACUUGCEECCUGGCGUGTST 460 ;: CACGCCAGGCCGCAAGUUATET 75% 7% B2% 43
ND-8579 : 461 ACCUUUACCCUUCRAAGUATST 462 | UACUUUGAAGGGUAARAGGUTST 14% 2% 17% 3%
ND-8580 | 463 GGUUACUCACGAUGGCCCUTET 464 | AGGGCCAUCGUGAGUAACCTST 63% 5% 70% 11%
ND-8581 : 465 CACGAUGGCCCUCGGUGACTST 466 | GUCACCGACGGCCAUCGUGTST 56% 2% 50% 5%
ND-8582 | 467 AGAUGCUAUCGCGACAGRATST 468 18% 1% 18% 1%
| ND-8583 | 469 ACGAUGGUCACCCUCCUGUTeT 470 48% 3% 52% 6%
ND-B8584 | 471 CUCCGAAGGUUCCGAAGCCTST 472 18% 2% 20% 5%
ND-8585 | 473 AAGGUUCCGARGCCGAUACTST 474 : GUAUCGGCUUCGGAACCUUTST 26% 2% 28% 1%
ND-B586 | 475 GGUACUGCCUCUGAACACUTST 476 | AGUGUUCAGAGGCAGUACCTST 12% 1% 12% 1%
| ND-8587 : 477 AGCUUUGACAAGGAACUUUTST 478 | ARAGUUCCUUGUCAAAGCUTST 17% 2% 18% 2%
ND-8588 | 479 UUUGACAAGGAACUUUCCUTST 480 | AGGAAAGUUCCUUGUCARATST 78% 5% 73%° . 2%
ND-8589 | 481 UGACAAGGAACUUUCCUAATST 482 | UUAGGAAAGUUCCUUGUCATST 14% 1% 16% 1%
 ND-8590 : 483 CCOGUAGCACACUAUAACATST 484 | UGUUAUAGUGUGCUACGGGTST 9% 1% 11% 2%
ND-B591 | 485 CACUAUAACAUCUGCUGGATST 486 | UCCAGCAGAUGUUAUAGUGTST 18% 2% 20% 2%
ND-B592 | 487 UUGCUGUUGCACCAUACUUTST 488 | AAGUAUGGUGCAACAGCAATST 23% 2% 25% g%
ND-B593 : 489 GUACUGGCAAUUCGGCCUGTST 490 | CAGGCCGAAUUGCCAGUACTST 66% 3% 62% 4%
ND-B594 : 491 UUCGECCUGCUUVUCGGAGTST 492 | CUCCGAAAAGCAGGCCGAATST 97% 7% B6% 8%
ND-8595 | 493 CCUGCUUUUCGGAGAGUACTST 494 | GUACUCUCCGAAAAGCAGGTST 11% 2% 14% as
ND-B8596 : 495 GCUUUUCGGAGAGUACUUCTsT 496 | GAAGUACUCUCCGAAAAGCTST 12% 1% 17% 2%
ND-B597 | 497 CUUUUCGGAGAGUACUUCATST 498 ;| UGAAGUACUCUCCGAAAAGTST 11% 1% 14% 2%
ND-B59B | 499 CAACCUCAACUCGGACAAGTST 500 ;| CUUGUCCGAGUUGAGGUUGTST 15% 2% 16% 2%
ND-B599 i 501 CUACCAGACAUACUCAUCATST 502 | UGAUGAGUAUGUCUGGUAGTST 17% 1% 18% 2%
ND-8600 i 503 CUGUCGAGGCUGCCAGAGATST 504 | UCUCUGGCAGCCUCGACAGTST 17% 0% 16% 1%
ND-8601 : 505 AARCUGCUAUACUUUCARUTST 506 ; AUUGAAAGUAUAGCAGUUUTST 28% 1% 26% 1%
ND-8602 | 507 GGCUUUAACUUGCGGCCUGTST 508 | CAGGCCGCAAGUUAAAGCCTST 21% 2% 18% 1%
510 UAAAGTST 81% 2% 694% 6%
512 | CAG TST 47% 4% 40% 1%
ND-8605 | 513 ACGAUGGCCCUCGGUGACATST 514 | UGUCACCGAGGECCAUCGUTST 40% 6% 35% 2%
ND-B606 | 515 CUGAACACUCUGGUUUCCCTST 516 | GGGAAACCAGAGUGUUCAGTST 60% 2% 75% 4%
ND-BE07 : 517 CUAUAACAUCUGCUGGAGUTS T 518 | ACUCCASCAGAUGUUAUAGTST 17% 1% 24% 3%
ND-8608 ; 519 GCACCAUACUUUCUUGUACTST 520 | GUACAAGAAAGUAUGGUGCTST 10% 1% 15% 3%
ND-B609 : 521 UGUCUASCCCAUCAUCCUGTST 522 | CAGGAUGAUGGGCUAGACATST 62% 2% 75% 12%
ND-8610 | 523 AGGACCCUAGACCUCUGCATST 524 | UGCAGABGUCUAGGGUCCUTST 61% 5% 73% 10%
ND-8611 i 525 CCACCGCUCCUACCGAGAGTET 526 | CUCUCGGUAGEAGCGGUGETST 21% 2% 29% 5%
ND-8612 : 527 UACCGAGAGCUCUUCGAGUTS T 528 | ACUCGAAGAGCUCUCGGUATST 13% 1% 22% 3%
ND-8613 | 529 AACAUCCUGUCGAGGCUGCTET 530 | GCAGCCUCGACAGGAUGUUTST 57% 2% 70% %
ND-8614 : 531 GAACCUUUACCCUUCAAAGTST 532 | CUDUGAAGGGUAAAGGUUCTST 13% 3% 16% 2%
ND-8615 i 533 GGUUCCGAAGCCGAUACUGTET 534 | CAGUAUCGGCUUCGGAACCTST i8% 1% 24% 2%
ND-B8616 i 535 AAGCCEAUACUGGUCUCCATST 536 | UGGAGACCAGUAUCGGCUUTST 19% 13 ~ 25% 2%
ND-B8617 ; 537 UCUAGCCCAUCAUCCUGCUTST 538 | AGCAGGAUGAUGGGCUAGATsT 93% 31 101% 3%
ND-B8618 i 539 CGGCGCCAUCCGCCUCGUGTST 540 | CACCAGGCGGAUGEOGCCETST B5% 4% 99% 4%
ND-B619 ; 541 UUUUCGGAGAGUACUUCAGTST 542 | CUGAAGUACUCUCCGAAAATST 63% 23 77% 3%
ND-B620 i 543 GAGAGUACUUCAGCUACCCTST 544 | GEGUAGCUGAAGUACUCUCTST 26% 13 30% 4%
ND-8621 | 545 GACGCUCUUUGACCUGUACTST 546 | GUACAGGUCARAGAGCGUCTST 17% 2% 19% 3%
ND-8622 : 547 UGUGUAUUCACUCCUGCUUTST 548 | ARGCAGGAGUGAAUACACATST 49% 3% 58% 11%
ND-8623 | 549 AACAACAAGAGAARUGGAGTS T 550 | CUCCAUUUCUCUUGUUGUUTST 74% 7% 70% 4%
ND-8624 i 551 AUUGAAGGAUGUGCAGGGCTE T 552 | GCCCUGCACAUCCUUCAAUTST 85% 6% B7% 12%
 ND-B625 : 553 UCUCAGAGCCGCCCAAACUTST 554 | AGUUUGGGCGECUCUGAGATST 53% 3% 51% 6%
ND-8626 ;i 555 AAMCACMACCAAGGGUACATST 556 ; UGUACCCUUGGUUGUGUUUTET 17¢% 2% 18% 2%
ND-B627 i 557 UACCCGUGCCCUCACAGAGTs T 558 | CUCUGUGAGGGCACGGGUATST 5B% 3% 55% 3%
ND-8628 i 559 UAGCACACUAUAACAUCUGTST 560 | CAGAUGUUAUAGUGUGCUATST 64% 3% 64% 15%
ND-B629 | 561 GGUGUGUAUTUCACUCCUGCTST 562 | GCAGGAGUGAAUACACACCTST 25% 3% 23y 2%
ND-8630 | 563 CAUGAUCAAGGAGUGUGGCTaT 564 | GCCACACUCCUUGAUCAUGTST 32% 2% 2B% 2%
ND-B8631 { 565 ACUCACGAUGGCCCUCGGUTST 566 | ACCGAGGGCCAUCGUGAGUTST 96% 1% BB% 4%
ND-8632 | 567, GGAGCUUUGACAAGGAACUTST 568 ;| AGUUCCUUGUCAARGCUCCTST 14% 1% 14% 2%
ND-8633 | 569 AUACCCGUGCCCUCACAGATST 570 ; UCUGUGAGGGCACGGGUAUTST 21% 2% 15% 1%
ND-8634 | 571 GGAGUGGCCAAAGUCAACATST 572 : UGUUGACUUUGGCCACUCCTST 21% 3% 15% 1%
ND-8635 | 573 AMCUACAARACCAAUUCUGTST 574 | CAGAAUUGGUUUUGUAGUUTST 49% 5% 37% 3%
ND-8636 | 575 UGCUGGAGUGUUGCUGUUGTST 576 | CARCAGCAACACUCCAGCATST 27% 3% 21% 2%
ND-8637 | 577 AGGUCUCCUGCAACCAGGCTST 578 | GCCUGGUUGCAGGAGACCUTST 62% - 0% 61% 4%
ND-B638 { 579 CUUUGECAUGAUGUACUGGTST 580 ;| CCAGUACAUCAUGCCAAAGTST 66% 6% 52% 8%
ND-8639 | 581 CAUCUGCACCCUCAAUCCCTST 582 ;| GGGAUUGAGGGUGCAGAUGTST 50% 7% 40% 4%
ND-8640 | 583 CGACUGCACCAAGAAUGGCTST 584 : GCCAUUCUUGGUGCAGUCSTST 67% 6% 54% 5%
ND-8641 | 585 AAAACACAACCAAGGGUACTST 586 | GUACCCUUGGUUGUGUUUUTST J14s 2% 14% 1%
ND-8642 | 587 CAUCUGCUGGAGUGUUGCUTST 508 | AGCAACACUCCAGCAGAUGTST 13% 2% 13% 1%
ND-B8643 | 589 590 | CGCGGAUAGAAGAUGUAGGTST 15% 4% 13% 0%
ND-0644 | 591 592 | GCOGAUAGAAGAUGUAGGCTST 14% 33 11 1%
ND-B645 | 593 GAGUGGUACCGCUUCCACUTST 594 ;: AGUGGAAGCGGUACCACUCTsT 16% 0% 20% 1%
ND-B8646 | 595 GGUACCGCUUCCACUACAUTST 596 ;| AUGUAGUCCAAGCGGUACCTST 12% 0% 14% 1%
ND-B8647 | 597 GUGGUACCGCUUCCACUACTST 598 ! GUAGUGGAAGCGGUACCACTST 42% 4% 44% 3%
ND-B648 | 599 GARUUACUCUCACUUCCACTST 600 ;| GUGGAAGUGAGAGUAAIUCTsT 108 1% 11% 3%
ND-8649 | 601 AAUUACUCUCACUUCCACCTST 602 | GEUSGARGUGAGAGUAAUUTST 105% 10% 102% B%
ND-B650 | 603 UACUCUCACUUCCACCACCTST 604. | GGUGGUGGAAGUGAGAGUATST 55% 6% 54% as
ND-8651 | 605 AGUGGUACCGCUUCCACUATST 606 | UAGUGGAAGCGGUACCACUTST S7% 6% 59% 12%
ND-8652 | 607 GGGCAACUUCAUCUUCGCCTST 608 i GGCGAAGAUGAAGUUGCCCTST 47% 12% 36% 7%
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Tabla 1B: ARNic seleccionados en un conjunto de seleccion extendido (ARNic “sélo humanos”): Se identificaron 344
secuencias de ARNI adicionales y se disefiaron para que fuesen completamente complementarias a las secuencias
de alfa-ENaC humanas, segun los criterios de disefio descritos en la seccion de ejemplos. Se modificaron todos los
ARNic enumerados en este conjunto de seleccién sélo con una union fosforotioato en el extremo 3’ entre los
nucleétidos 20 y 21 de cada hebra. Se muestra la expresion residual en porcentaje de alfa-ENaC en el ensayo de
transfeccién de una Unica dosis (se hace referencia a la seccidn de ejemplos para los métodos usados).

1" seleccién
de una Gnica DE
! dosis a 50 nM
l.?..l,d: duplexiiD de sec Sentido ID de sec.i Antisentide en Ha41; My
10445 609 | CUGCGGCUAAGUCUCUUUUTST 610 | AAARGAGACUUAGCCGCAGTST i
ND- -
10446 611 | AUCGCGACAGAACAAUUACTST 612 | GUAAUUGUUCUGUCGCGAUTET 13% : 2%
ND-
10447 613 | UCGCGACAGAACAAUUACATST 614 | UGUAAUUGUUCUGUCGCGATST 18% 1% !
ND- ' i i
10448 615 | CCCGUUUAUGUAUGCUCCATST B16 | UGGAGCAUACAUAAACGGGTST 41% 1% |
ND- i )
10448 617 | CCCGGGUAAGUAAAGGCAGTsT i 618 | CUGCCUUUACUUACCCGGGTST 23% 1%
ND- :
10450 619 | GGUACCCGGAAAUUAAAGATST | ' 620 | UCUUUAAUUUCCGGGUACCTST | 14%.....2%.;
ND- i
10451 | 621 | GCUAUCGCGACAGAACAAUTST i 622 | AUUGUUCUGUCGCGAUAGCTST 24% 2% ;
ND- .
10452 623 | UAUCGCGACAGAACAAUUATST | 624 | UAAUUGUUCUGUCGCGAUATST 12% 1% i
ND- :
10453 625 | UGCGGCUAAGUCUCUWUUUTST | 626 | AAARAGAGACUUAGCCGCATST 46% 3%,
] ND_ )
110454 C 627 | GGCGAUUAUGGCGACUGCATST ; | 628 i UGCAGUCGCCAUAAUCGCCTST J4% 0%
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!14!?4'55 629 | AUGUCUAGCCCAUCAUCCUTaT : 630 | AGGAUGAUGGGCUAGACAUTST 12% 2%
?&56 631 | CUACAGGUACCCGGAAAUUTST | 632 | AAUUUCCGGGUACCUGUAGTST 28% 2%
:&57 633 | CCGUCGAGCCCGUAGCGUGTST | 634 | CACGCUACGGGCUCGACGGTST 27% 3%
';B.SB 635 | CGCGACAGAACAAUUACACTST | 636 | GUGUAAUUGUUCUGUCGCGTST 9% 1%
2&59 837, .| AGGUACCCGGAAAUUARAGTST i 638 | CUUUAAUUUCCECGUACCUTST 30% 3%
|‘:’ll;)-ﬂl-ﬁo 639 | CAUGCACGGGUUUCCUGCCT=T | 640 | GGCAGGAAACCCGUGCAUGTST 95% 6%
354-61 641 | AGCUUGCGGGACAACAACCTST | 642 ;| GGUUGUUGUCCCGCAAGCUTST 94% 8%
TIZ%BQ 643 ACUGCGECUAAGYCUCUUUTST 644 | ARAGAGACUUAGCCGCAGUTST 13% 2%,
'14533 645 | CAUCCCUUAGAAGCCUGCUTST | 645 AGCAGGGUUCUAAGGGAUGTST 18% 1%
T&M 647 i ACCCGGGUAAGUAAAGGCATST i 648 Ueccuumcuqaccﬁaqstsursr 41% 1%
2'54-35 6.49 GAUUAUGGCGACUGCACCATST 650 | UGGUGCAGUCGCCAUAAUCTST 23% 1%
T&-ﬁﬁ 651 : CUCGGACAAGCUCGUCUUCTST 652 | GAAGACGAGCUUGUCCGAGTST 14% 2;!5
T&GT 653 | GCGAUUAUGGCGACUGCACTST i 654 | GUGCAGUCGCCAUAAUCGCTST 54% 2%
:‘1?4-68 655 | AAUUACACCGUCAACAACATST 656 | UGUUGUUGACGGUGUAAUUTST 12% 1%
";184-69 657 | AACUGCCGUUGAUGUGUGETsT | B58 | CCACACAUCAACGGCAGUUTST 46% 3%
:‘&TO 659 | AACUGCGGCUAAGUCUCUUTST 660 ;: ARGAGACUUAGCCGCAGUUTsT 14% 0%
T&?i 661 | CCGCUGAUAACCAGGACAATST i 662 | UUGUCCUGGUUAUCAGCGGTST 12% 2%
T&?Z 663 ! AAGGGUACACGCAGGCAUGTST 6!34 causccusccﬁsugcccuumw 28% 2%
ﬁ?ﬁ. 665 | CCGGGUAAGUAAAGGCAGATST 666 | UCUGCCUUUACUUACCCGGTST 27% 3%
';I&M 667 | CCCAUACCAGGUCUCAUGGTST 668 ccmcmmcussﬁmccsmsm 9% 1%
ﬁ?ﬁ 668 i AUUAUGGCGACUGCACCAATST 670 | UUGGUGCAGUCGCCAUAAUTST 0% 3%
ﬁ?ﬁ 671 i AUGCACGGGUUUCCUGCCCTST | 672 | GGGCAGGARACCCGUGCAUTST 85% 6%
|:‘6:)4-7? 673 | CUAGCCCUCCACAGUCCACTeT 674 | GUGGACUGUGGAGGGCUAGTST 43% qu
I;EI.?S 675 | CAGGUACCCGGAAAUUAAATST | 676 | UTUAAUUUCCGGGUACCUGTST 11% 1%
T&?Q 677 | AAUACAGCUCCUUCACCACTST | 678 | GUGGUGAAGGAGCUGUAUDTST 30% 3%
5?4-80 679 | CACGGGUUUCCUGCOCAGETST | 680 | GOUGGGCAGGARACCCGUGTST 19% 1%
__EM 681 i GGACUGAAUCUUGCCCGUUTST 682 | AACGEGCAAGAUUCAGUCCTST 14% 2%
'1?4-82 683 | CGUUUAUGUAUGCUCCAUGTST 684 | CAUGGAGCAUACAUAAACGTST 15% 1%
I;lr‘i-:a:.'. 685 | GGGUACUGCUACUAUAAGCTST | 686 | GCUUAUAGUAGCAGUACCCTST 1% 0%
'1?4-84 687 | UCGGUGUUGUCUGUGGUGETST | 688 | CCACCACAGACAACACCGATST 65% 5%
I'1’5‘0:)4.85 689 | ARACUGCCGUUGAUGUGUGTsT | 690 | CACACAUCAACGECAGUUUTST 13% 6%
':84-56 691 | GCGAAACUUGGAGCUVUGATST i 692 | UCARAGCUCCAAGUUUCGCTST 8% 1.%
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:ﬁe? 693 : GGCCCGUCGAGCCCGUAGCTST | 6594 : GCUACGGGCUCGACGGGCCTST 26% 3%
!I'B-SS 895 | GCGACAGAACAAUUACACCTST 696 | GGUGUAAUUGUUCUGUCGCTST 10% 2%
T&&Q 697 | GCGACGGCUUAAGCCAGCCTST i 698 @ GECUGGCUUAAGCCGUCGCTST 50% 1%
qqa.gu 699 | GACCCGGGUAAGUAAAGGCTST i 700 : GCCUUUACUUACCCGGGUCTST 74% 1%
I:Iql’?d-m 701 i UUGAUCACUCCGCCUUCUCTST 702 | GAGAAGGCGGAGUGAUCAATST 80% 7%
Tc%mz 703 | UCUAGCCCUCCACAGUCCATST | 704 | UGGACUGUGGAGGGCUAGATST 69% 4%
r':.l::lzl.gil 705 | GUUUCACCAAGUGCCGGAATST | 706 chcs@cacﬁué@mws'r 2:3% i%
T&Qﬁl 707 . i CUCAACUCGGACAAGCUCGTST | 708 i CGAGCUUGUCCGAGUUGAGTST 45% 6%
r‘;'!0:)4-95 708 | CAACUCGGACAAGCUCGUCTST | 710 : GACGAGCUUGUCCGAGUUGTST 23% 3%
I:1%:)4.96 711 | ACCCGGARAUUAAAGAGGATST | 712 | UCCUCUUUAAUUUCCGGGUTST 13% 2%
:\84-97 713 | CCCGGAAAUUAAAGAGGAGTST ; 714 | CUCCUCUUUAAUUUCCGGGTST 19% 1%
r1ﬂf?4-98 715 i CACCACUCUCGUGGCCGGCTST | 716 | GCCGGCCACGAGAGUGGUGTST §4% 11%
E&QQ 717 | CGUCGAGCCCGUAGCGUGETST | 718 i CCACGCUACGEECUCGACETST 13% 1%
TI?S-OO 719 : GCUUGCGGGACAACAACCCTST i 720 GGGUUGUHGUCCGGCAQGC!&Q 49% 2%
Tt?s'm 721 smmmmsmcusucmsm 722, GACAGACCOUUGUUGAUUCTST 18%. . 2%.
l:quf‘i_()2 723 | GGGCGAUUAUGGCGACUGCTST | 724 | GCAGUCGCCAUAAUCGCCCTST 8% 1%
?%03 725 | CGAUUAUGGCGACUGCACCTST ;| 726 | GGUGCAGUCGCCAUAAUCGTST 17% 1%
:‘5)5.04 727 | UCUGCUGGUUACUCACGAUTST 728 | AUCGUGAGUAACCAGCAGATST 38% 4%
TUDE;OS 729 | CUAUCGCGACAGRACAAUUTST | 730 Mwéwcueucsceémmwsm 9% 1%
T[%OS 731 | CAAUUACACCGUCAACAACTST | 732 GUUGUUGACGGUGUAAUUGM 1% 1%
T[%O? 733 | ACCGUCAACAACAAGAGAATST 734 uucucuuémsuucacccu;'ﬂ 9% 1%
l1?5-08 735 | CUCCUCGGUGUUGUCUGUGTST i 736 camsmmcc@smrsm 78% 5%
:ll?s-og 737 . | GGAGGUAGCCUCCACCCUGTST | 738 ;| CAGGGUGGAGGCUACCUCCTST 18% 1%
:"5)5-10 7390 | GGAGAGGUUUCUCACACCATST 740 UGGUGUGAGAAACCUCUCCTST 13% 1%
Tc%-” 741 | CUGCCGUUGAUGUGUGGAGTST | 742 cuccamcaucmcg@cm:rs'.i' 19% 2%
Tl?s-u 743 | UGCCGUUGAUGUGUGGACETST | 744 | CCUCCACACAUCAACGGCATST 82% 4%
TE%‘IS 745 | AGAUGGGUAAGGGCUCAGGTST | 748 : CCUGAGCCCUUACCCAUCUTST 24% 1%
TC?S_M 747 AGMCAGUAG:UGAUGAAGT!‘;! 748 | CUUCAUCAGCUACUGUUCUTST 15% 0%
21535-15 749 | GCGGCUAAGUCUCUUUUUCTST | 750 | GAAAAAGAGACUUAGCCECTST 13% 1%
:"0:25-16 751 | CCUAAGAAACCGCUGAUAATST 752 | UUAUCAGCGGUUUCUUAGETST 6% 0%.
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T(?S—ﬁ 753 | GARACCGCUGAUAACCAGGTST | 754 i CCUGGUUAUCAGCGGUUUCTST 13% 0%§
l"I‘ltli:;i-w 755 | AACCGCUGAUAACCAGGACTST | 756 | GUCCUGGUUAUCAGCGGUUTST 42% 2%
?35-19 757, | ACCGCUGAUAACCAGGACATST | 758 | UGUCCUGGUUAUCAGCGGUTST 11% 1%
?35-20 759 | CCAAGGGUACACGCAGGCATST i 760 i UGCCUGCGUGUACCCUUGGTST 19% 1%
!1155-21 761 | CAAGGGUACACGCAGGCAUTST 762 | AUGCCUGCGUGUACCCUUGTST 12% O%f
Tt%zz 763 | AGGGUACACGCAGGCAUGCTST | 764 | GCAUGCCUGCGUGUACCCUTST 23% 1%E
Noo23 | 765 | GUACACGCAGGCANGCACETST | 766 | COUGCANGOCIGCSUGACTST 27% 1%
_?&24 767 .} AGGCAUGCACGGGUUUCCUTST : 768 | AGGAAACCCGUGCAUGCCUTST 14% 0%
T{?S-ZS 769 | GGCAUGCACGGGUUUCCUGTST i 770 i CAGGAAACCCGUGCAUGCCTST 18% 3%
:'I(?S-ZS 771 | ACGGGUUUCCUGCCCAGCGTST 772 | CGCUGGGCAGGARRCCCGUTST 30% 1‘!&5
T%?? 773 | GAGCAGACCCGGGUAAGUATST | 774 | UACUUACCCGGGUCUGCUCTST 24% 2‘?6;
I:E?S-ZB 775 | AGCAGACCCGGGUAAGUAATST | 776 uﬁncuumccscsucuecuwsm 24% 2%
!!JE?F;ZQ 777 | GGGUAAGUAAAGGCAGACCTST | 778 | GGUCUGCCUUUACUUACCCTST 39% 3%
:?5-30 779 | AGCCUCAUACCCGUGCCCUTST 780 AGGGCACGEGUAUGAGGCUTST 82% 5%
T%M 781 i GUGAACGCUUCUGCCACAUTST | 782 | AUGUGGCAGAAGCGUUCACTST 13% 1%
Tgs'sz 783 | AAAUUGAUCACUCCGCCUUTST 784 | AAGGCGGAGUGAUCAAUUUTST 18% 2%
:1%33 785 i AAUUGAUCACUCCGCCUUCTST | 786 Gmcccmsuaﬁumuuwsw 19% 0%
!Iq(%&tl 787 | GCCUUGCGGUCAGGGACUGTsT : 788 casucccusaccecmsecms.r 12%' 1%
';41?5-35 789 | CUUGCGGUCAGGGACUGAATST 790 ; UUCAGUCCCUGACCGCAAGTST 11% 0%
%35-36 791  UUGCGGUCAGGGACUGAAUTST 792 i AUUCAGUCCCUGACCGCAATST 12% 0%
T(%-s‘! 793 Aucuaucéuccnusucumwsm 794 | CUAGACAUGGAGCAUACAUTST 21% 1%
"‘IJODS-SB 795 | AGCAAGUAGGCAGGAGCUCTST 796 G.\Gc:uccusccmcu:uccu'rsm 19% 1%
TES-:‘!Q 797 i CAGCCCAUACCAGGUCUCATST 798 | UGAGACCUGGUAUGGGCUGTST 27% 2%
?{%—40 799 | CAGCCGUCGOGACCUGCGGTST | 800 | COGCAGGUCGCGACGGCUGTST 4496 4%
";‘(?5-41 801 | GGGCCCGUCGAGCCCGUAGTST | 802 | CUACGGECUCGACGGGCCCTST 71% 6%
T&z 803 | CGUAGCGUGGCCUCCAGCUTST | 804 ;| AGCUGGAGGCCACGCUACGTST 84% 9%
TES-% 805 | GGUGAGGGAGUGGUACCGCTST 806 | GCGEGUACCACUCCCUCACCTST 108% 8%
:4(%44 807 | ARAGUACACACAGCAGGUGTST 808 | CACCUGCUGUGUGUACUUUTST 140% 7%.
PIJ(?S-45 809 : CCAGGUUGACUUCUCCUCATST 810 ;| UGAGGAGAAGUCAACCUGSTST 18% 2%
TES-J,G 811 UGUUUCACCAAGUGCCGGATST 812 i UCCGGCACUUGGUGAAACATST 3% 2%
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T%d? 813 | UGCUGGUUACUCACGAUGGTST 814 : CCAUCGUGAGUAACCAGCATST _ 144% 10%
?1?5248 815 | UCCUCGGUGUUGUCUGUGGTST | 816 | CCACAGACAACACCGAGGATST 106% 14%
2?5-49 817 | AGGUAGCCUCCACCCUGGCTsT 818 | GCCAGGGUGGAGGCUACCUTST 74% 15%
T%SU 819 | GCOGUUGAUGUGUGGAGGGTST i 820 | CCCUCCACACAUCAACGGCTST 26% 4%
I1\‘C?5“.31 821 | GAUGGGUAAGGGCUCAGGATST 822 UCCUGAGCCCUUACCCAUCTST 22% 1%
I;lti}:)s'sz 823 CCCAACUGCGGCUAAGUCUTST | 824 AGACUUA.GCGGCAG.UUGG@';T‘ 18% 2%
TEE;% 825 | CCAAGCGAAACUUGGAGCUTST | 826 Aécuccnmuuycc;cum_;ews;r _ 6% 1%;.
T(%Sél 827 | GGGUACACGCAGGCAUGCATsT | 828 usmubccucccusu&ccqrsw 19% 2%
';Il?s.ss 829 ! UGCACGGGUUUCCUGCCCATST | 830 UGGéCAGGAMCOCGUGéATsT 28% 2%
T(%SB 831 : CUCCUCUAGCCUCAUACCCTST | 832 | GGGUAUGAGGCUAGAGGAGTST 109% 8%
TC?S-ST 833 | UCCUCUAGCCUCAUACCCGTaT i 834 ! CGGGUAUGAGGCUAGAGCGATST 117% 1%
';'85-58 835 | UCUAGCCUCAUACCCGUGCTsT i 836 GCACGGGUAUGAGécumwsT 128% 9%
Tt%sg 837 | UUCAUACCUCUACAUGUCUTsT ;| 83§ Aanc;usumssunummsr 52% 4%
";‘35-60 839 UCMCMGJCUGwmrsT 840 | UCUCAAGCAGACAUGUAGATST 15% 2%&
Tl%ﬁ‘f 841 'A.UAIJUUCCUCAGCCUGMAIQT 842 ; UUUCAGGCUGAGGAAAUAUTST 15% 2%
|1a.|{|}:)5.62 843 | AACUCCUAUGCAUCCCUUATST | 844 | UAAGGGAUGGAUAGGAGUUTST 14% 1%
Tl%-ss 845 | GCAUCCCUUAGAACCCUGETST | 846 | GCAGGGUUCUAAGEGAUGETST 20% 1%
Tt%ﬁzt 847 | UGAUCACUCCGCCUUCUCCTST | 848 | GGAGAAGGCCEAGUGAUCATST 67% 7%
?35-65 848 | UGUAAGUGCCUUGCGGUCATST | 850 : UGACCGCAAGGCACUUACATET 17% 2%
Tt%ﬁﬁ 851 | CCUUGCGGUCAGGGACUGAT=T 852 ucmuccwmccsmagrs'r 14% 1%
TI?S-G? 853 | AAUCUUGCCCGUUUAUGUATST 854 UACAUAA{.C@?GCAAGAL'TUTST 13% 2%
r';lt?s-ss 855 | CCGUUUAUGUAUGCUCCAUTST | 856 | AUGGAGCAUACAUARACGGTST 19% 6%
TI?S-BQ 857 usuauecuccaﬁsucumﬁ 858 GCUAGMAUGG{.GCAUAGMQT 87% 13%
1'~I‘lél:)&';‘f0 859 | CAUGUCUAGCCCAUCAUCCTST | 860 GGAUGAUGECCUAGACATGTST : 3% 4%
T&ﬂ 861 | AGUAGGCAGGAGCUCAAUATST | 862 UAUUGAGCUCCUGCCUACUTST 11% 1%
T(%-TZ 863 | CCURCAGGUACCCGGAAAUTST | 864 | AUUUCCGGEUACCUGUAGGTST 22% 3%
Tl?s-?a 865 | CCCGUCGAGCCCGUAGCGUTST | 866 | ACGCUACGGACUCEACCERTST 23% 1%
T{?t';u 867 GCGEUGAGG@GUGGUACCT::T §68 GGUACCJ\@!UU:&!UGA:CCG_C'.IET 30% 1%
I"|~IIIZ?5-75 869 ! UUAUGGCGACUGCACCAAGTST 870 | CUUGGUGCAGUCGCCAUAATST 17% 6%
TC?S-TG 871 | CUAUAAGCUCCAGCUUGACT=T 872 Gumccuccmcumumwsﬁ 11% 1%
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';Jc?s-‘n 873 | UAUAAGCUCCAGGUUGACUTST 874 ; AGUCAACCUGGAGCUUAUATST 42% 8%
?{?5-?8 875_ | AGGUUGACUUCUCCUCAGATST | 876 | UCUGAGGAGAAGUCAACCUTST 13% 3%
?55-79 877 | cucsecucumucAccAAGiTar | g78 ACUUGGUGAAACAGCCCAGTST 19% 6%
T(?S-BO 879 | AACAAUUACACCGUCAACATST | 880 UGUUGACEGUGUAAUUGQI'JT%T' 13% 1%
T.:%m ' 881 | UGGGUAAGGGCUCAGGAAGTST | 882 cuuccumcccuﬁmcm!ér 20% 3%
TODS-B:! 883 | GGGUAAGGGCUCAGGAAGUTST : 884 Acuuccumc;cccuuacc:c't}e_m 22% 3%
Tc?éas 885 | CACCCAACUGCGGCUAAGUTST i 886 Acuumccsm;vusccueﬁw 22% 10%
T(?-S&d 887 | ACCCAACUGCGGCUAAGUCTST ;| 888 | GACUUAGCCGCAGUUGGGUTST 22% 5%
T&%BS 889 | CCAACUGCGGCUAAGUCUCTsT | 890 | GRGACUUAGCCGCAGUUGGTST 14% 2%
T‘:IE?S-BG 891 | CUUGGAUCAGCCRAGCGRATST : 892 & UUCGCUUGGCUGAUCCAAGTST 15% 1%
:IES-W 893 | GCCAAGCGAAACUUGGAGCTST : 894 | GCUCCAAGUUUCGCUUGGCTST 17% 2%
T(%BB 895 : UCCUAAGAAACCGCUGAUATST ;| 896 | UAUCAGCGGUUUCUUAGGATST 1% 2%
:ll%sg 807 | CCAUGCACGGGUUUCCUGCTST | 898 | GCAGGAAACCCGUGCAUGCTST | 24% 8%
T(%QU 899 usuuncuuamcmﬁucccma-r a00 GGéMuucccumémm-rsm 48% 10%
T%91 901 | CUAGGGCUAGAGCAGACCCTST | 902 : GGGUCUGCUCUAGCCCUAGTST 5-8% 105(;
Tgégz 903 | CUCUAGCCUCAUACCCGUGTST | 904 CACGGGUAUGAGGCUAGAGTST 4% 5%
155-93 '905 UUAGAACCCUGCUCAGACATAT | 908 Ucucummucuhrsr 1496; 1%
Tl?s-gd 907! UGUGAACGCUUCUGCCACATST | 908 | UGUGGCAGAAGCCUUCACATST 15% 0%
21[?5-95 909 | AUUGAUCACUCCGCCUUCUTST | 910 | AGAAGGCGEAGUGAUCAAUTST | 43% 1%
T(?S-QS 911 | UCACUCCGCCUUCUCCUGGTST | 912 | CCAGGAGAAGGCGGAGUGATST 90% 5%
f1‘1(1;)5-‘37' 913 : GCGGUCAGGGACUGAAUCUTST ; 914 | AGAUUCAGUCCCUGACCGCTST 1;1% 0%
Tt%ss 915 ;| GGUCAGGGACUGAAUCUUGTST | 916 | CAAGAUUCAGUCCCUGACCTST 13% 1%
:IES.QQ 917 : GUAUGCUCCAUGUCUAGCCTST | 918 | GGCUAGACAUGGAGCAUACTST 28% 3%
T[%'OD 919 | CCAUGUCUAGCCCAUCAUCTST : 920 GAUGA.UGGGCU:}\G'.GAUGETET 12% 1%
T?B-m 921 | GAUCGAGUUCCACCGCUCCTST | 922 | GGAGCGGUGGRACUCGAUCTST 17% 1%
?1436.02 923 | GGACUCUAGCCCUCCACAGEST i 924 cucuceaesccumm};uccms:- 41% 4%
T&oa 925 i UCACCACUCUCGUGGCCGETST | 926 | CCGECCACGAGAGUGGUGATST. 83% 3%
\ohos | 927 | caccuucosssacacaacTsr | 628 | cuusuuGucooecanccusrer A% 1%
\0605 929 | CAUCUUCUAUCCGCGGCCCTST | 930 (GECCECCGATAGRAGATGTST 26% 2%
:lr?éoe 931 i AUAAGCUCCAGGUUGACUUTST | 932 AAGUC.AA;QCL:TG&N.;CUUAUTET 15% 1%
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TU%O? 933 : CUGCUGGUUACUCACGAUGTST | 934 CAUCGUGAGUAACCAGCAGTST 85% 8%
|1\1(5;‘!3:()8 935 | GAACAAUUACACCGUCAACTST | 938 | GUUGACGGUGUAAUUGUUCT=T 15% 1%
[Idgéog 937 ! AUUACACCGUCAACAACAATST | 938 uuauu-;uusAcsmeumwsm 12% 0%
TEE:‘}O 939 : CUGUGGUUCGGCUCCUCGGTST | 940 | CCGAGGAGCCGAACCACAGTST 53% 2%
i:l“ll]jéﬂ 941 | GAAGUGCCUUGGCUCCAGCTST | 942 Gcmmsmcccmﬁuci-sm 24% a%
Tgﬁ_ﬂ 943 | GAUCAGCCAAGCGAAACUUTST 944 ; AAGUUUCGCUUGGCUGAUCTsT 129, 0%
'1\[006.13 945 | AGAAACCGCUGAUAACCAGTST 946 cucsumucnsccsum.fcu:rgr 12% 1.%i
21%14 047 | UGAUAACCAGGACAAAACATET 948 ucuuuueuccusa_maumzﬂ 1% 1%
TL%‘JS 949 | CACGCAGGCAUGCACGGGUTsT i 950 Acccsqc&ausccuecsusrsw 12% 09(:
To%w 951 | GCUCUCCAGUAGCACAGAUTST | 952 i AUCUGUGCUACUGGAGAGCTST 9% 1%
T[?e-ﬂ 953 | CAGACCCGGGUAAGUAAAGTST i 0954 | CUUUACUUACCCGGGUCUGTST 55% 3%
T&.‘ms 955 | AGACCCGGGUAAGUAAAGGTsT i 058 i CCUUUACUUACCCGGEUCUTET 72% 8%
T%w 957 AUCACUCCGCCUUCUCCUGTST 058 | CAGEGAGAAGGCEEAGUGAUTET 83% 6%
rft%zo 950 | cACUCCECCUUCUCCUGGGTeT | 060 CCCAGGAGAAGGCGGAGUGTST | 28% 1%
tht?éﬂ 961 | AACURGACUGUAAGUGCCUTST | 962 At;ecacuuamsucuj;isuu'rsm | 239, 1%
T(%ZZ 953 | UAUGCUCCAUGUCUAGCCCTsT i 964 GGCCUAGACAUGGAGCAUATST 98% 2%
?5623 965 | CCCGAUGUAUGGAAACUGCT=T i 966 GCAGUUU(_;CAUAGAUCGGGTB‘I! 11% 1%
T{%—m 967 | GUACUGCUACUAUAAGCUCTST 968 G.kscuuapnqup.qcmua%:'rsgr 19% 1%
:Il%zs 969 | AGCGUGACCAGCUACCAGCTsT i 970 chscmccucsucnccc?msm' 49% 2%
Tt%zs 971 | ACAAUUACACCGUCAACAATST 972 UUGUUG'\;G(::’UGL.IAAUI{G}JTBE 8% 0%
T(?ﬁ-z'f 973 | RUGCUCCUCUGGUGGGAGGTsT | 974 ccur:cmé:cmhqtm;cwmsm ' 76% 5%
?&28 975 | RACAGUAGCUGAUGAAGCUTsT i 976 ascuumpcaslcuhcucuq}rsr 22% 1%
1(5:,6.29 977 | CUGACUCCCGAGGGCUAGGTsT 978 ccmsoccncéemmcasm 34% 2%
%3630 979 | GUGCAACCAGAACAARUCGTsT : 980 ! CGAUUUGUUCUGGUUGCACTST 10% 1%
?&31 981 | UGCAACCAGAACAAAUCGGTST | 982 | CCGAUUUGUUCUGGUUGCATST 48% 4%
:lctljész 983 CUUCAAAGUACACACAGCATST | 984 uscueusuc;uacvuusmmsm 20% 1?5
?&33 985 | CAGCGUGACCAGCUACCAGTsT . Q36 cuscumcuésumcccuérsm 35% 1%
,1%:‘6-34 087 i AGRACAAUUACACCGUCAATST 988 uumccsucmﬁuucuucumér 4% 0%
TIIJDS-Ss 989 hGAUAAGCAGGAGMMCMTsT 990 éusuuuusuccuesuuwcrpt 11% 1%
?&.6-36 991 | ACAACCAAGGGUACACGCATST | 992 | UGCGUGUACCCUUGGUUGUTST 17% 1%
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%37 993 | CCCAGCGACGGCUUAAGCCTST 994 | GGCUUAAGCCGUCGCUGGGTST 27% 2%
Tt%ss 995 | CUCCCGAGGGCUAGGGCUATST 996 | UAGCCCUAGCCCUCGEGACTST 23% 1%
Tgs'sg 997 | UAGAACCCUGCUCAGACACTST 908 Gusucumsmsesuﬁcmu 35% 2%
!;%40 009 | CCUGGGCUGUUUCACCAAGTST : 1000 cuuscucmﬁ;cccdmcr'r. . 14% 1%
114&41 1001 ;| GGAUCAGCCAAGCGRAACUTST | 1002 | AGUUUCGCUUGGCUGAUCCTST 16% 3%
Tg-ﬁ-ﬁl? 1003 | AAGAAACCGCUGAURACCATsT | 1004 | UGGIUAUCAGCGGUUUCUUTST 7% 1%
I;lr.l'?tg-tm 1005 | ACCAAGGGUACACGCAGGCTST | 1006 | GCCUGCGUGUACCCUUGGUTST 7% 4%
";[006-44 1007 | GUAGCACAGAUGUCUGCUCTST | 1008 | GAGCAGACAUCUGUGCUACTST 13% 3%
%5 1009 | UUUCAUACCUCUACAUGUCTST ; 1010 | GACAUGUAGAGGUAUGAAATST 88% 8%
'1?646 1011 | CCAACCAUCUGCCAGAGAATsT i 1012 UUCUCUGGCAGAUGGUUGGTST 16% 2%
10847 | 1013 | GUCAGGGACUGAAUCUUGCTsT | 1014 | GCARGAUUCAGUCCCUGACTST : 6% 3%
?5648 1015 | AGCAUGAUCAAGGAGUGUGTST | 1016 camcvccuumucmelcumaw 50% 7%
?&49 1017 | GCAGCGUGACCAGCUACCATsT | 1018 | UGGUAGCUGCUCACGCUGCTST 40% 6%
!ldr?éﬁo 1019 | CAGCUCUCUGCUGGUUACUTS™ | 1020 | AGUAACCAGCAGAGAGCUGTST 56% 5%
__%51 1021 | GUUCGGCUCCUCGEUGUUGTST | 1022 | CAACACCGAGGAGCCOGAACTST 68%. 5%
Tt%sz 1023 Gmﬁccuecucummw 1024 | CCACCAGAGGAGCAUCUCCTST 26% %
:‘%53 1025 | AGGAAGUUGCUCCAAGAACTsT | 1026 | GUUCUUCGAGCAACUUCCUTST 18% 2%
r;lt?-es‘! 1027 Moscwéuaccmmcuwsm 1028 | AAGAUGUGGCAGAAGCGUUTST 18%1 . 1%j
I;JIO::S:55 1029 | CACCUGGGCUGUUUCACCATST | 1030 | UGGUGAAACAGCCCAGGUGTST 17% 2%
TEB-SB 1031 | AAGCCAUGCAGCGUGACCATsT | 1032 | UGGUCACGCUGCAUGGCUUTST 27% 3%
T%ST 1033 cms@cmcsscumo:rs& 1034 | GCUCUAGCCCUAGCCCUCGTT 30% 1%
1;1%58 1035 | GGAAACCCUGGACAGACUUTST | 1036 : AAGUCUGUCCAGGGUUUCCTST 14% 1%
%59 1037 | GUAGCUGAUGAAGCUGCCCT=T i 1038 Gmccuﬁcaumacuacwsm 19% 1%
r‘l?-ssd 1039 | UCUUUUUCCCUUGGAUCAGTST | 1040 | CUGAUCCAAGGGAAAARGATS'T 88% 4%
Tc?sm 1041 .| CUCCAGUAGCACAGAUGUCTST | 1042 | GACAUCUGUGCUACUGGAGTST 10% 1%
T(%& 1043 | CCARAAUUGAUCACUCCGCTsT i 1044 Gcmcue.}ucmuyusérém- 25% 3%
2%63 1045 | CAGACCACCUGGGCUGUUUTST i 1046 maccgmusgé:cucmamj 24;5 2%
TC%M 1047 | CCCUUCCCAACUAGACUGUTST i 1048 ACRGUCUAGUUGGGAAGGGTS T 15% 2%,
T(%BS 1049 | CGCAGCCGUCGCGACCUGCTST i 1050 GCAGGUOG(_:GAGGGCLTGCETQT 45'5& 2%
?86.66 1051 | UUCUCACACCAAGGCAGAUTST i 1052 Aucuacélcuuasusummmgm 25% 2%.
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58

10667 1053 | CACCACCAUCCACGGCGCCIaT | 1034 l GGOGCOGIGGAIGSUGGUGTST %% ....3% I

i | ’ 4% | 2 seteccion

i i de dosis

i unica DE

H i a 50 nm en
ND- ‘ 1;
10868 | 1055 | CCANUACUDUUGUGAACGCTST | 1056 | GCGUUCACAAMAGUAAUGGTET 19%
N _ 6% %
10669 : 1057 | CCAAGAACAGUAGCUGAUGTsT | 1058 ! CAUCAGCUACUGUUCUUGGTST 23% 4%
N 7% 1%
10670 | 1059 | AGGAGAGGUUUCUCACACCTST | 1080 | GEUGUGAGAAACCUCTCCUTST 18% 3%
ND- 24% 7%
L0671 1 1061 | AUCAUCCUGCUUGGAGCAATST | 1082 | UUGCUCCAAGCAGGAUGAUTET 3%
ND- 2% 4% ;
0672 ;1063 | GCAUCACAGAGCAGACGCUTST | 1084 | AGCGUCUGCUCUGUGAUGCTST 2%
ND- : i : 61% 3%
10673 1085 | AGGAGGUASCCUCCACCCUTsT | 10868 ;| AGGGUGCAGGCUACCUCCUTAT |  B3%:  B% i i
ND- -
10674 @ 1067 94% | o5 TR AT e N ey RS ATE |
ND- } 18% 1% :
10675 _; 1069 20% 2%
ND- 60% i%
10676 | 1071 B6% (.. By
ND- ! 18% 1%_
10677\ 1073 ! CCCUGCUCAGACACCAUUATST 5% 3%
ND- . 6% 4%
10678 1075 | UCACGAUGGUCACCCUCCUTsT : 1076 | AGGAGGGUGACCAUCGUGATST 80% 6%
ND- 21% 1%
10679 1077 : UCAACCUCAACUCGGACARATST | 1078 ;| UUGUCOGAGUUGAGGUUGATST 20% 3% .
ND- 1% 5%
10880 | 1079 i UGACCAGCUACCAGCUCUCTsT | 1080 : GAGAGCUGGUAGCUGGUCATST 88% 22%
ND- 60% 4%
10681 1081 | GAUGGCCCUCGGUGACAUCTST i 1082 | GAUGUCACCGAGGGCCAUCT2T 88% 18%
ND- ‘ 4% %
10682 1083 _| GCUUUGACAAGGRACUUUCTST | 1084 | GAAAGUUCCUUGUCAARGCTST 19% % N
ND- . 271% 2%
10683 1085 | CGAUACUGGUCUCCAGGCCTST i 1086 | GGCCUGGAGACCAGUAUCGTST 27% 5%
ND- - . 8% 4%
10684 1087 | UCUGGAUGUCUUCCAUGCCT2T : 1088 | GEGCAUGGAAGACAUCCAGATST 92% 13%
ND- 50% 2%
10685 1088 | CAGGACCCUAGACCUCUGCT2T | 1090 | GCAGAGGUCUAGGGUCCUGTST - 98% 14%
ND-
10686 1091 | GACCCUAGACCUCUGCAGCTsT | 1092 | GCUGCAGAGGUCUAGGGUCTST 27% 2%
ND-
10687 1093 | ACCCUAGACCUCUGCAGCCT=T | 1094 | GGCUGCAGAGGUCUAGGGUTST 21% 1%
ND-
10688 1095 i CAGCCCACGCCGGAGGAGGTsT i 1096 | CCUCCUCCGCCGUGGECUGTST, 55% 4%
ND-
10689 1097  CUCUUCGAGUUCUUCUGCATST ;| 1098 | UGCAGAAGAACUCGAAGAGTST 13% 3%
ND-
10690 | 1099 ! UUGGCAUGAUGUACUGGCATST | 1100 i VGCCAGUACAUCAUGCCAATST.! ... J8%LL... 2%,
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Tc?égt 1161 _{ GGCAUGAUGUACUGGCAAUTST | 1102 : AUUGCCAGUACAUCAUGCCTST 13% 1%
r:IJDB_EQ 1103 UGUACUGGCAAUUCCECCUTST 1104 | AGGCCGAAUUGCCAGUACATST 45% 2%
:lt[J)B-Qs 1105 | ACUGGCAAUUCGGCCUGCUTET | 1106 msacmuumwmsm 38% 3'5&
TEG-M 1107 | GGCAAUUCGGCCUGCUUIUTST | 1108 | AAAAGCAGGCCGAAUUGCCTST 0% 1%
:;4006.95 1108 | CAAUUCGGCCUGCUUUUCETST i 1110 cemmcamcoqmuucmém 12% ‘1%
T(%-gs 1111, | UCGGAGAGUACUUCAGCUATST | 1112 | UAGCUGAAGUACUCUCCGATST 12% 1%
T%QT 1I113 CAACAUCCUGUCGAGGCUGTST | 1114 | CAGCCUCGACAGGAUGUUGTST 35% 7%
%%98 1115 { CAUCCUGUCGAGGCUGCCATST | 1116 ;| UGGCAGCCUCGACAGGAUGTST 26% 6%
:‘56-99 1117 | UCCUGCAACCAGGCGAAUUTET | 1118 | AAUUCGCCUGGUUGCAGGATST 28% 6%
Tg)foo 1119 | GGAAACUGCUAUACUUUCATST | 1120 : UGAAAGUAUAGCAGUUUCCTST % 2%
Tc%m 1121 _{ ACGGUCUGUCCCUGAUGCUTST | 1122 | AGCAUCAGGGACAGACCGUTST 28% 1%
Tr%oz 1123 | GGUCUGUCCCUGAUGCUGCTsT | 1124 Gcmcp.ucmcmsaééjrsq 33%: 2%
Tgfoa 1125 | GGCCCGGGUAAUGGUGCACTST ;| 1126 Guacmcmmcccmccmsé ; 47% 10%
TEI-M 1127 cmsaumccuecéuuuuar 1128 | UAAAGGCAGGUUCAUCCUGTST 59% 2% ;
l:]t{J:;'-US 1129 | GAUGAACCUGCCUUVAUGGTST ; 1130 CCAUMAGG(;&GGIJI;CAUCTS'! 7% %
?[%06 1131} GGUGGCUDUAACUUGCGGCTsT | 1132 Gccscchcmsw 47% 8%..
Tgfm 1133 | GUGGCUUUAACUUGCGGCCTST | 1134 | GGCCGCAAGUUAAAGCCACTST 17% 2%
r:gfos 1135 | UUGCGGCCUGGCGUGGAGATST | 1136 | UCUCCACGCCAGGCCGCAATST 52% 3%
TE??;OQ 1137 _| UGCGGCCUGGCGUGGAGACTsT | 1138 Guwccncsccmédcsdmg-r 81% 1%
1:‘f.il:)‘;;ﬂ) 1139 | GCGECCUGGCCUGGAGACCTsT | 1140 | GEUCUCCACGCCAGGCCGCTST 57% 4%
r1“‘0131;11 1141 : CAGGUGUGUAUUCACUCCUTaT.i 1142 : AGGAGUGAAUACACACCUGTST 24‘3‘; 2%
%12 1143 i GUGUATUCACUCCUGCUUCTET | 1144 | GAAGCAGGAGUGAAUACACTST 20% ‘i%
r‘;'(%’-13 1145 | CGCCCUCGGUGACAUCCCATST | 1145 | UGGGAUGUCACCGAGEECCTST 40% 3%
Tm%m 1147 | GAUGCUAUCGCGACAGAACTST | 1148 | GUUCUGUCGCGAUAGCAUCTST 4%.::....2%
Y0715 | 1149 | ACUNCARAACCAAUUCUGATST | 1150 | UCAGARUUCGUUUUGUAGUTS 19% 2%
_;;?7-16 1151_ i CAAUUCUGAGUCUCCCUCUTaT | 1152 ;| AGAGGGAGACUCAGAAUUGTST 5% 3%
?317 1153 | CUCUGUCACGAUGGUCACCT2T | 1154 | GEUGACCAUCGUGACAGAGTST 41% 4%
TODJLHS 1155 i CUGCUCCGAAGGUUCCGAATST | 1156 ur.rcsmocwmr 16% 3%
Tgﬁs 1157 | AGGUUCCGAAGCCGAUACUTsT | 1158 | AGUAUCGGCUUCGGAACCUTST 16% 2%
Tc?fzo 1159 | GUUCCGAAGCCGAUACUGGT=T | 1160 | CCAGUAUCGGCUUCGGAACTST 21% 2%.
Tg‘fm 1181 | CGAAGCCGAUACUGGUCLCT=T | 1162 mmwcmummsr 16% 1%
I1‘JE]J:;’-22 1163 _| AAGAUUGAAGGAUGUGCAGTST | 1164 : CUGCACAUCCUUCAAUCUUTST 25% 2% |
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Tgfza 1165 | GAUUGAAGGAUGUGCAGGGTST | 1166 | CCCUGCACAUCCUUCARAUCTST 26% 1%
Yor24 | 1167 | usocucucancacucuccuzst | 1188 ACCAGAGUGUUCAGAGGCATST 45% 3%
%3:"25 1169 céucumacacucuecuwwsr 1170 Amcmar;ucuuqmas'rsw 15% 2%
?[%26 1171 ! GACAAGGAACUUUCCUAAGTsT : 1172 | CUUAGGAAAGUUCCUUGUCTST 105% 14%
I‘:‘gf-ﬂ 1173 cmcmcmcm'rsr 1174 | UUGGUUGUGUUUUGUCCUCTST 2% 5%
?(%28 1175 Mmcmocmsesm&m'rsr 1176 | GUGUACCCUUGGUUGUGUUTaT 60% 13%
T(%ZQ 1177..; UUGAACUUGGGUGGGAAACTST : 1178 | GUUUCCCACCCAAGUUCAATST 23% 8%
Tg':;ao L1179} UGAACUUGGGUGGGAAACCTST | 1180 csuuucccmccmiucmr _ 18% 4%
:‘3!-31 1181 | ACCCGUGCCCUCACAGAGCTST | 1182 chggeumméufar . 19% 1%
!‘45!’-32 1183 | ACUAUAACAUCUGCUGGAGTST i 1184 | CUCCAGCAGAUGUUAUASUTST 17% 5%
:ltllj'r-as 1185 Auéuscuemsucuﬁccuers_r 1188 ummmmmsw 119% 20%
T(%M 1187 i CUGCUGGAGUGUUGCUGUUTST | 1188 msmmmuccmém 58% 13%
10735 1189 | CUAGCCCAUCAUCCUGCUUTsT | 1190 | AAGCAGGAUGAUGGGCUAGTST 20% 6%
Tc%ae 1191 | CUCUGGAUGUCUUCCAUGCTST i 1192 | GCAUGGAAGACAUCCAGAGTST 28% 8%.
10737 | 1193 | AGCAGGACCCUAGACCUCUTsT | 1194 | AGAGGUCUAGGGUCCUGCUTST 36% 2%
2‘%38 1195 | UUCGAGUUCUUCUGCAACATST : 1196 | UGUUGCAGAACAACUCGAATST 13% 1%
P1"]'033"3,9 1197 | CACCAUCCACGGCGCCAUCTST i 1198 | GAUGGCGCCGUGGAUGGUGTST 13% 2%
10740 1188 | CCACGGCGCCAUCCGCCUGTST | 1200 | CAGGCGGRAUGGCGLOGUGETST 44%. 4%
%41 1201 | CAGCACAACCGCAUGAAGATST i 1202 | UCUUCAUGCGEUUGUGCUGTST 23% 3%,
%3?-42 1203 | CCUUUGGCAUGAUGUACUGTST i 1204 : CAGUACAUCAUGCCAARGGTST 12% 1%
ﬁ‘ls 1205 ;| AUCCUGUCGACGCUGCCAGIST : 1206 | CUGGCAGCCUCGACAGGAUTST 14% 3%
E« 1207 ucuccmcmagsr 1208 uudccbumuccnmen_;sw 12% 1%
:??-45 1209 i UGCAACCASGCGAAUUACUTaT i 1210 mmwcscﬁuqsuucq&gﬂ 45% 5%
71%46 1211 i ACCUCCAUCAGCAUGAGGATST | 1212 | UCCUCAUGCUGAUGGAGGUTST 82% %
';]E]j?'ﬂ 1213 | GCGACUGCACCAAGAAUGGTST | 1214 | CCAUUCUUGGUGCAGUCCCTST 82% 19%
N0748 | 1218 | ACCAAGAAIGECAGUGAUGTST | 1218 | CAUCACHGCCAVUCUIGGUTST 5% | 18%
Tl?fdg 1217 | UGGUUACUCACGAUGGCCCTsT | 1218 Gcmmﬁwugmmccnhw 45% 7%
Tgflﬁo 1219 | AGAAAUGGAGUGGCCAAAGTST | 1220 | CUUUGGCCACUCCAUUUCUTST 1% 3%
?&51 1221 i GEAGCUGAACUACAAAACCTST i 1222 : GGUUUUGUAGUUCAGCUCCTST 15% 3%
!I‘I(?';& 1223 i CCUCUGUCACGAUGGUCACTST | 1224 cumccauccuancmcsmsm' 18% 5%
Tt%sa 1225 i AGAUUGAAGGAUGUGCAGETST | 1226 | CCUGCACAUCCUUCAAUCUTST 6% %
T(%& 1227} GAGCUUUGACAAGGAACUUTET | 1228 Mwuccuusug@mcucws-r 14%, 2% :
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'1%-;55 1229 | CUUUGACAAGGAACUUUCCTST | 1230 ! GGAAAGUUCCUUGUCAAAGTST 50% 8%
2%56 1231 | UCAGACACCAUUACUUUUGTST : 1232 cuu:xsumucsucucﬁsusr 32% 4%
?87-5? 1233 | AGCACACUAUAACAUCUGCTST | 1234 | GCAGAUGUUAUAGUGUGCUTST 1% 2%
!14(%58 1235 | GCACAACCGCAUGAAGACGTS?T | 1236 | CGUCUUCAUGCGGUUGUGCTST 34% %
'1“5‘;59 1237 | ACUGCUUCUACCAGACAUATST | 1238 : UAUGUCUGGUAGAAGCAGUTST 1% 1%
T{%&O 1239 | cAAcACGGCCUUCUGEGCATST | 1240 | UGCCCAGAAGECCGUCTUCTST 16% ;. 2%
:Em 1241} AMGACGGCCUVCUGGGCAGTST | 1242 | CUGCCCAGANGGOCGUCUUTST 58%......21%
10762 1243 : ACAUCAACCUCAACUCGGATsT : 1244 UCOEAGUIJGAGGIUUQUGUT:;T 14% 3%
Tg63 1245 i UGGAAGGACUGGAAGAUCGTsT | 1246 cmcuuocmuccmlmccaws'lz 108% 29%
T%& 1247  ACAUCCUGUCGAGGCUGCCTsT | 1248 Gemeccucencméwsursm 101% 13%
%07-55 1249 | CAACCAGGCGAAUUACUCUTST | 1250 | AGAGUAAUUCGCCUGGUUGTST 19% 5%
:l(?f-ﬁs 1251 | CAGGCGAAUUACUCUCACUTST | 1252 | AGUGAGAGUAAUUCGCCUGTST 24% 4%
:lgl-s'! 1253 | AGCAGAAUGACUUCAUUCCTsT : 1254 GGAAUGRASUCAUUCUGCUTST 40% : 8%
Tgfea 1255 | AuGAUGGUGGCUtIARCUUTST | 1256 mu;ucqg,mchucw?s'm 85% 8%
qll%ﬁg 1257 | AGAACCUUUACCCUUCAAATST | 1258 uumhcccixméuucu:;s;r 22% 4%
:‘L%.?O 1259 | CCUVUACCCUUCAAAGUACTST | 1280 GUA.I;UHU%I;A"_@GGU- _s.T 21% 4%
_Sg.n 1261, ] GAGCCUGUGGUUCGECUCCTT | 1262 | GGAGCCGAACCACAGECUCTST 28% A%
l;?'f-?z 1263 | UGGUACUGCCUCUGAACACTST @ 1264 : GUGUUCAGAGGCAGUACCATST : 58% 4%
:3'-?3 1265 | CUCAUACCCGUGCCCUCACTST : 1266 sumgmme@uggwﬂg 15% 2%
';E'-Td 1267. | CCGUAGCACACUAUAACAUTST | 1268 | AUGUIAUAGUGUGCUAGES ST 24% 5%
_;E'-?s 1269 | CGUAGCACACUAUAACAUCTsT i 1270 Gagégy,\meuecuaécrae 21% 4%
:?7-?6 1271_i GCAGGACCCUAGACCUCUGTST i 1272 CA;E‘-hGGUCUAGGGUGCUGCIsT 25% 4%
qg?? 1273 | GCCUGCUUUUCGGAGAGUATST i 1274 unqﬁgpcowcmecw_g! 18% 4%
f:t??;?s 1275 | GGGCCOGGGUAAUGGUGCATST ; 1276 | Uscmmg%:ccsescccmﬁm 168% 2%
10779 1277 . CAACAACAAGAGAAAUGGATST i 1278 | UCCAUUUCUCYDGIUGTUGTST 17% 0%
Norso | 1279 | ccucuuscAccATACUUUCTST | 1280 GAAAGUAUGGUGCAACACCTST 14% 1%
Tl%ﬂ 1261 i CUACCGAGAGCUCUUCGAGTsT i 1282 cuwﬁcucmumém 24% 3%
Tgr'az 1283 | ACCUGCCUUUAUGGAUGAUTST : 1284 : AUCAUCCAUAAAGGCAGCUTST 115% 10%
10783\ 1285 BUGACAAGGAACUUUCEUATST | 1280 | DASGAMGUICCUIGUCAATSE 1% 1%
';E:BA 1287 | GCUGGAGUGUUGCUGUUGCTST | 1288 GCAACAGC‘-MGA.CUL‘CAGCTST 12% 1%
10785 | 1288 | UCGGUGACAUCCCAGGAAUTST i 1290 ;AUUCCWGUCACCG&TIT 8% 1%
?(%88 1281 ;| GCUGCCCAGAAGUGCCUUGTST @ 1292 i CAAGGCACUUCUGEGCAGCTaT E 15% 2%
10787 1293 | AGUACACACAGCAGGUGUGTST | 1204 | CACACCUGCUGUGUGUACUTST 12% 1%
%88 1295 | CAAGUGCCGGAAGCCAUGCTaT @ 1208 Mmmﬁcmmumg 94% 2%
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Tabla 1C: ARNic seleccionados en el conjunto sustituto de rata in vivo (ARNic que presentan reactividad cruzada
entre ser humano-rata con la especificidad mas alta en rata). Se identific6 un conjunto de seleccion de 48
secuencias de ARNi de alfa-ENaC que presentan reactividad cruzada entre ser humano y rata. Se muestra la
expresion residual en porcentaje de alfa-ENaC en dos experimentos de transfeccion de una Unica dosis
independientes (se hace referencia a la seccién de ejemplos para los métodos usados).

seleccién! ioga

deuna i salacidn
i unica : DE {asonm | DE
; i dosis a i en H441

i {50 nM en i

Lot Bttt L N b
1298
1300

{ND-9214

ND-9215 1325 | AGGEAGUGGUAcCGCuuccTsT 1326 | GGAAGOGGUACCACUCCCUTsT | 79% | 6%  89% | 4%
ND-9216 1327 | GGcuGuGCcuAchucuucuTaT 1328 | AGAAGAUGUAGGCACAGCCTST 118§ 1% 13%; 1%
ND-9217 1329 GAAAUUAAAGAGGAGCUGGTST 1330 | CCAGCUCCUCUUUAAUDUCTST B4ds | 14% 768% i 5%
ND-9218 1331 | AcuGGAAGAUCGGCuuccATsT 1332 | UGEAAGCCGAUCUUCCAGUTST 50% | 4% 55% 3%
ND=-9219 1333 cmpuchocumm'! 1334 GCUGCCCAGGUUGGACAGETST 78% 6% B5% : 5%
ND-9220 1335 | couGecuuuAuGGAUGAUGTsT ° | 1336 | GAUCAUCCAUAAABGCASGTST 7681 5% 77%: 9%
ND-9221 1337 AACCGCAUGAAGACGGCCUTaT 1336 | AGGCCGUCUUCAUGOGGUUTST 79% 8% 66% : 3%
ND-9222 1339 | uGUCCAACSUGGECAGCCATST 1340 | UGGCUGCCCAGGUUGGACATST 708 | 4% S7% i 4%
' ND-9223 1341 | GuccAACCUGGGCAGCCAGTST 1342 | CUCGCUGCCCACGUUGGACTsT | - 95% | 10% 768 i 4%
ND-9224 1343 | ARAMUAAAGAGGAGCUGGATAT 1344 ; UCCAGCUCCUCUUUAAUUUTET 83% | 6% 69% i 2%
ND-9225 | 1345 | GGAAGGACUGGAAGAUCGGTaT 1346 | CCGAUCUNCCAGUCCUUCCTST 41% | 2% 308 2%
ND-9226 1347 GUGAGGGASUGGUACCECUTST 1348 | AGCGGUACCACUCCCUCACTET 21% 1% 17% 0%
'ND-9227 1349  : ACUUUCAAUGACAAGAACATST 1350 | UGUUCUUGUCAUUGAAAGUTST 13%) 1% ' 10%: 0%
ND-9228 1351 | ucAMuGACAAGAACAAcucTaT 1352 | GAGUUGUUCUUGUCAUUGATST 368 | 2% 28% : 0%
ND-92289 1353 CUUUAUGGAUGAUGGUGGCTa T 1354 | GCeACCAUCAUCCAUAARGTST 24% 1% 20% 1%
ND-9230 | 1355 | GocuGGoGuGGAGAccuccTsT 1356 | GEGAGGUCUCCACGCCAGECTET

ND-S231 ‘ 1357 UGGCGUGGAGACCUCCAUCTST 1358 | GAUGGAGGUCUCCAOGCCATST 45% 4% 35% : 2%
ND-9232 | 1359 | GAGUUCCASCECUCCUACCTST 1360 | GGUAGGAGCGGUGGAACUCTST 89% 1 4% B6L i 8%
ND-9233 1361 CAGAGCAGRAUGACUUCAUTAT 1362 : AUGAAGUCAUUCUGCUCUGTST 21% 1% 17% 0%
ND-9234 1363 uucAcuccuGouuccAGGATaT 1364 UCCUGGAAGEAGGACUGAATST B5% i 4% T4% 6%
ND-9235 1365 : UCACUCCUGCUMCCAGGAGTET 1366 | CUCCUGGAAGCAGGAGUGATST

ND-9236 1367 : CUGUGCAACCAGRACAAAUTET 1368 | AUUUGUUCUGGUUGCACAGTST 23% | 18 17% 2%
ND-9237 1369 1370 | GAUGGUGGUGUUGUUCCAGTST 34%§ 2% . -27% ! 2%
ND-9238 1371 | UGUGGCUGUGCCUACAUCUTST 1372 | AGAUGUAGGCACAGOCACATST 86k | 4% 73¢ 104
ND-9239 1373 | uGGcuGuGecuhcAucuucTaT 1374 | GAAGAUGUAGGEACAGCCATST 68% | 6% 53 4%
ND-9240 1375 | CUGMCCAACCUGGGCAGCCTST 1376 | GGCUGCCCAGGUUGGACAGTST 8Os { 5% 73%; 9%
ND-9241 1377 | cocuGcuGUECACAGUGACTST 1378 | GUCAC 3 5T 83% | 5% 71% | 5%
ND-9242 1379 | GoAGccACUEGACCCuGUCTaT 1380 | cACAGGCUCCACUGCCUGCTeT 105% | 9% 90% i S%
ND-9243 1381 1362 | AGUUGUUCTUGUCAUUGAATST i 23%{ 3% 21%: 1%
ND-9244 1383 Uy Gt 1384 | CCAUCAUCCAUAAAGECAGTST 743 | 6V 64% ! 7%
ND-9245 13685 | ARUGACAAGAACAACUCCATST 1386 : UGGAGUUGUUCUUGUCAUUTST 218 1% 2is i 1%
ND-9246 1387 | UGGGCAGCCAGUGCAGCCUTST 1368 | AGGCUCCACUGGCUGCGCATST :  B3% | 3% .73% i 2%
ND-9247 1389 i cuccuGuccAACCUGGECATST 1390 | UGCCCAGGUUGCACAGGAGTST B6% | 3% B4%' 1%
No}-9248 1391 | GGOGUGGAGACCUCCAUCATST 1392““gggggggggucuctncEEEr-m 92% | 4% BBy i 3%
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Tabla 1D: ARNic seleccionados en el conjunto sustituto de cobaya in vivo (ARNic que presentan reaccion cruzada
entre ser humana-cobaya): Se identificaron un conjunto de seleccion de 63 secuencias de ARNi de alfa-ENaC que
presentan reaccion cruzada entre ser humano y cobaya y se sintetizaron, tanto con (hebras de secuencias 1393-
1518) como sin (hebras de secuencias 1519-1644) modificacion de la estructura principal. Se muestra la expresion
residual en porcentaje de alfa-ENaC en dos experimentos de transfeccion de una Unica dosis independientes (se
hace referencia a la seccion de ejemplos para los métodos usados).

{ NDB437

i sentido

rbrrssEebbi et

{ NDB439

NDB440

P

1* seleccidn
de una
Unica dosis
a 50 nM
en Ha41;

NDB441

i NDB442

NDB4dd

NDB445S |

28

seleccién;

a 50 nm |
en
H441

DE

AGAACAAANCGGACUGCUTY | | AAGCAGUCCGAUUUGUUCUTSY |
NDB450 1419 | GAACARAUCGGACUGCUUCTsT : 1420 : GAAGCAGUCCGAUUUGUUCTST
NDB451 . 1421 CGGACUGCUUCUACCAGACTST 1422 | GUCUGGUAGAAGCAGUCCETsT
NDB452 1423 | AGccucAACAUCAACCUCATST | 1424 | UGAGGUUGAUGUUGAGGCUT=T
NDB453 1425 | GecucAACAUCAACCUCAATST | 1426 | UUGAGGUUGAUGUUGAGGCTsT
NDB454 1427 | GucAGccucAAcCAUchAccTsT | 1428 | GGUUGAUGUUGAGGCUGACTST
NDB455 1429 : ucAGCCUCAACAucARCcuTa?T i 1430 | AGGUUGAUGUUGAGGCUGATST
NDB456 1431 | cAGecucAAcAucAhccucTsT | 1432 | GAGGUUGAUGUUGAGGCUGTST
NDB457 1433 | GGAGCUGGACCGCAUCACATST 1434 | UGUGAUGCGGUCCAGCUCCTST ]
NDB458 1435 | GUACCGCUUCCACUACAUCTST | 1436 | GAUGUAGUGGAAGCGGUACTST 101% 9§ 99% | 11%
NDB459 1437 | ccGCUUCCACUACAUCAACTST | 1438 | GUUGAUGUAGUGGAAGCGGTST 85% | A% g0% i 6%
NDB460 1439 : cGouuccACuACAUCAACATST | 1440 ;| UGUUGAUGUAGUGGAAGCGTST 56% | 6% 48% | 3%
NDB8461 1441 | uuccAcuhcAucAAchuceTsT | 1442 | GGAUGUUGAUGUAGUGGAATST 77% | 5% 82% . 7%
NDB462 - i 1443 | uGGGcAAcuucAucuucGeTsT | 1444 | CCGAAGAUGAAGUUGCCCATST 21% 1 D% 36% ! 6%
NDB463 1445 | GEAACUUCAUCUUCGCCUGTST | 1446 | CAGGCGAAGAUGAAGUUGCTsT 80% | 4% 84% | 13%
NDB464 1447 | cAACUUCAUCUUCGCCUGCTST | 144B | GCAGGCGAAGAUGAAGUUGTST 1013 | 1% 102% i 14%
NDB465 1449 | AAcuucAucuucGoouGeeTsT | 1450 | GGCAGGCGAAGAUGAAGUUTs T 100% | 4% 95% | 12%
NDB466° : 1451 | AcuucAucuucGecuGecGTsT | 1452 | CGGCAGGCGAAGAUGAAGUTST 51% | 4% 49% | 5%
NDB467 1453 cuucAucuucGeccuGecGeTsT 1454 | GCGGCAGGCGAAGAUGAAGTST 95% 5% B9% 4%
NDB468 1455 | ucAucuucGocuGeoGouuTsT | 1456 | AAGCGGCAGGCGARGAUGATST 91% | 4% B5% i 6%
NDB469 1457 cAucuucGocuGeeGouucTsT 1458 ;| GAAGCGGCAGGCGAAGAUGTST 66% 4% 55% 4%
NDB470 1459 ucuucGecuGCcGCUUcAATST 1460 | UUGAAGCGGCAGGCGAAGATST 97% 2% 99% ! 11%
NDB471 1461 | CGCCUGCCGCUUCAACCAGTST | 1462 | CUGGUUGAAGCGGCAGGCGTST 96% | 4% 100% | 7%
NDB472 | 1463 | GCCUGCCGCUUCAACCAGGTST ;| 1464 | CCUGGUUGAAGCGGEAGGCTST 90% | 4% 82% ! 5%
NDB473 1465 | AUUACUCUCACUUCCACCATST 1466 | UGGUGGAAGUGAGAGUAAUTST 8l | 3% 72%: 4%
NDB474. : 1467 | uuAcucucAcuucGAccAcTsT ! 1468 | GUGGUGGAAGUGAGAGUAATST 72%1 2% 76% i 9%
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NDB475 1469 | AcucucAcuuccAccAcccTsT | 1470 | GGGUGGUGGAAGUGAGAGUTST 90% | 3% 97% | 4%
NDB476 1471 | uCUGCACCCUCAAUCCCUATST | 1472 | UAGGGAUUGAGGGUGCAGATST 61% | 1% 63% | 3%
NDB477 1473 : cuGeAcccucAAucccuAcTsT | 1474 | GUAGGGAUUGAGGGUGCAGTST |- 74% | 3% "73% 1 1%
NDB470 1475 uGcAcccucAAUCCCUAcATE T 1476 | UGUAGGGAUUGAGGGUGEATST ' 9B% | 4% B5% : 1%
NDB479 1477 | AcecucAAucccuAcAGGUTST | 1478 | ACCUGUAGGGAUUGAGGGUTST 55%{ 5% 48%: 3%
NDB8480 1479 coccucAAucccuAcCAGGUATST 1480 | UACCUGUAGGGAUUGAGGGTsT 20% 1% 14% 1%
NDB481 1481 | coucAAuCCCUACAGGUACTST | 1462 | GUACCUGUAGGGAUUGAGETST 40% 1 2% 31% i 3%
NDB482 1483 | AACCAGAACARAUCGGACUTST | 14B4 ! AGUCCGAUUUGUUCUGEUUTST 57% | 2% 52% i D%
ND8483 | 1485 : AACAAAUCGGACUGCUUCUTST | 1486 ;| AGAAGCAGUCCGAUUUGUUTST 102% | 5% B6% i 12%
NDE4B4 1487 | ACAAAUCGGACUGCUUCUATST | 1468 | UAGAAGCAGUCCGAUUUGUTST 40% ] 2% 20% | 3%
NDB485 1489 | cAAAucGGAcuGcuucuAcTsT | 1490 | GUAGAAGCAGUCCGAUUUGTST 41% | 4% 38% ;i 2%
NDB486 | 1491 | GeAcccucAAucccuAcAGTsT | 1492 | CUGUAGGGAUUGAGEGUGCTST 91% | 7% 94% ; 4%
NDB487 1493 | ccucAACAUCAACCUCAACTST | 1494 | GUUGAGGUUGAUGUUGAGGTST 46% | 2% 37% 3%
NDB4BB 1495 | CUCAACAUCAAGCUCAACUTST | 1496 | AGUUGAGGUUGAUGUUGAGTST 4B% | 2% 39% | 3%
NDB489 1497 | uCAACAUCAACCUCAACUCTST | 1498 | GAGUUGAGGUUGAUGUUGATST 17% | 1% 178 1%
NDB490 1499 | uAccGouuccAculcAucATsT | 1500 | UGAUGUAGUGGAAGCGGUATST 90% | 5% 74% ;. 8%
NDB8491 1501 : AccGouuccACUACAUCAATEST | 1502 | UUGAUGUAGUGGAAGCGGUTST . 103%: 5% 91% ; 15%
NDB492 1503 : GeuuccACUACAUCAACAUTST | 1504 | AUGUUGAUGUAGUGGAAGCTST 85%{ 5% 71% | 10%
NDB8493 1505 | CUucCACUACAUCAACAUCTST | 1506 | GAUGUUGAUGUAGUGGAAGTST 60% | 5% 45% i 3%
NDB494 1507 : uccAcuAcAucAAcAuccuTsT | 1508 | AGGAUGUUGAUGUAGUGGATST 33% | 3% 41%; 3%
NDB495 1509 | ccAcuACAUCAACAUCCUGTST | 1510 | cAGGAUGUUGAUGUAGUGGTST 60% | 5% 55% | 2%
NDB496 1511 : cuGGGCAAcuucAucuucGTsT 1512 ;| CGAAGAUGAAGUUGCCCAGTST 18% i 0% 20%: 0%
NDB497 1513 GGcAAcuucAucuucGecuTsT 1514 | AGGCGAAGAUGAAGUUGCCTST 76% 1% 77% 2%
NDB498 1515 | uucAucuucGecouGecGouTsT | 1516 | AGCGCGCAGGCGAAGAUGAATST "65% 1 4% 74% i 12%
NDB499 1517 | ucGecuGEcGCUUCAACCATST | 1516 | UGGUUGAAGCGGCAGGCGATST B6% | 5% 77% i 3%
ND-8653 | 1519 | AAUCGGACUGCUUCUACCATsT | 1520 | UGGUAGAAGCAGUCCGAUUTST 16%| 2% 20%; 3%
ND-8654 : 1521 | AUCGGACUGCUUCUACCAGTST | 1522 CUGGUAGAAGCAGUCCGAUTST 54% | 8% 67% | 11%
ND-8655 | 1523 | AAAUCGGACUGCUUCUACCTsT | 1524 i GGUAGAAGCAGUCCGAUUUTST 25% { 4% 20% | 2%
ND-8656 ; 1525 : UCGGACUGCUUCUACCAGATST | 1526 ;| UCUGGUAGAAGCAGUCCGATST 12% | 2% 17% 0 1%
ND-8657 : 1527 | ACCAGAACAARUCGGACUGTsT | 1528 | CAGUCCGAUUUGUUCUGGUTST 33% | 3% 35%i 1%
ND-8658 | 1529 | CCAGAACAAAUCGGACUGCTsT | 1530 | GCAGUCCGAUUUGUUCUGGTST 27% | 3% 30%; 2%
ND-8659 | 1531 | CAGAACAAAUCGGACUGCUTST | 1532 | AGCAGUCCGAUUUGUUCUGTST 15%} 1% 22% i 3%
ND-8660 : 1533 | CUUCGCCUGCCGCUUCAACT=T | 1534 | GUUGAAGCGGCAGGCGAAGTST 69% ] 17% 75% ! 10%
ND-8661 | 1535 | UGGUACCGCUUCCACUACATST | 1536 | UGUAGUGGAAGCGGUACCATST 16% | 2% 20%; 3%
ND-8662 | 1537 | AUCUUCGCCUGCCOSCUUCATST | 1538 | UGAAGOGGCAGGCGAAGAUTST 19% ! 2% 25% ;i 4%
ND-B663 : 1539 | UUCGCCUGCCGCUUCAACCTST | 1540 | GGUUGAAGCGGCAGGCGAATST 90% | 4% 97% i 10%
ND-8664 { 1541 | CACCCUCAAUCCCUACAGGTsT | 1542 | CCUGUAGGGAUUGAGGGUGTST 19% ] 2% 25%; -3%
ND-B665 | 1543 | AGAACAAAUCGGACUGCUUTST | 1544 | AAGCAGUCCGAUUUGUUCUTST 13% ] 1% 22% | 2%
ND-8666 : 1545 | GAACAAAUCGGACUGCUUCTST | 1546 | GAAGCAGUCCGAUUUGUUCTST 11%) 2% 18%; 2%
ND-B667 | 1547 | CGGACUGCUUCUACCAGACTST | 1548 | GUCUGGUAGAAGCAGUCCGTST 138§ 1% 168 ] 2%
ND-B668 | 1549 | AGCCUCAACAUCAACCUCATST | 1550 | UGAGGUUGAUGUUGAGGCUTST 17% ] 4% 21%; 3%
ND-8669 | 1551 | GCCUCAACAUCAACCUCAATET | 1552 | DUGAGGUUGAUGUUGAGGCTST 13% ] 1% 21%: 3%
ND-8670 | 1553 | GUCAGCCUCAACAUCAACCTST | 1554 | GGUUGAUGUUCAGGCUGACTST 43% { 11% 27% i 3%
ND-8671 | 1555 | UCAGCCUCAACAUCAACCUTST | 1556 | AGGUUGAUGUUGAGGCUGATST 90% | 17% 53% i 13%
ND-8672 | 1557 ; CAGCCUCAACAUCAACCUCTST | 1558 | GAGGUUGAUGUUGAGGCUGTST 17% ) 3% 11% ¢ 3%
ND-8673 | 1559 | GGAGCUGGACCGCAUCACATST | 1560 | UGUGAUGCGGUCCAGCUCCTST 25% | 3% 18% . 3%
ND-8674 | 1561 | GUACCGCUUCCACUACAUCTST | 1562 | GAUGUAGUGGAAGCGGUACTST 218 | 4% 16% | 4%
ND-8675 : 1563 | CCGCUUCCACUACAUCAACTST | 1564 | GUUGAUGUAGUGGAAGCGGTST 25% | 4% 19% ¢ 3%
ND-8676 i 1565 ! CGCUUCCACUACAUCAACATST | 1566 i UGUUGAUGUAGUGGAAGCGTST 16% | 3% 14% 0 1%
ND-8677 i 1567 | UUCCACUACAUCARCAUCCTsT | 1568 | GGAUGUUGAUGUAGUGGAATST 110% | 19% 97% | 9%
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ND-B678 | 1569 | UGGGCAACUUCAUCUUCGETsT | 1570 | GCGAAGAUGAAGUUGCCCATST 50% : 8% 40% ! 5%
ND-B8679 | 1571 | GCAACUUCAUCUUCGCCUGTST ! 1572 ! CAGGCGAAGAUGAAGUUGCTST 19% | 3% 178 2%
ND-B680 | 1573 | CAACUUCAUCUUCGCCUGCTST | 1574 | GCAGGCGAAGAUGAAGUUGTST 25% | 2% 238 2%
ND-8681 | 1575 | AACUUCAUCUUCGCCUGCCTST | 1576 | GGCAGGCGAAGAUGAAGUUTST 1043 | 7% 85% | 10%
ND-8682 i 1577 | ACUUCAUCUUCGCCUGCCGTST | 1578 | CGGCAGGCGAAGAUGAAGUTST 91% i 8% 63%: 9%
ND-B663 | 1579 | CUUCAUCUUCGCCUGCCGCTST | 15680 | GCGGCAGGCGAAGAUGAAGTST 66% | 6% 58% ! 6%
ND-8664 ;| 1561 | UCAUCUUCGCCUGCCGCUUTST | 1582 | AAGCGGCAGCCGAAGAUGATST 76% | . 3% 64% i 4%
ND-86685 | 1583 . CAUCUUCGCCUGCCGCUUCTsT : 1584 i GAAGCGGCAGGCGAAGAUGCTST 15% | 1% 18% | 3%
ND-8686 : 1585 | UCUUCGCCUGCCGCUUCAATST | 15086 | UUGAAGCGGCAGECGAAGATST 109% | 22% 31% ! 3%
ND-8687 : 1587 | CGCCUGCCGCUUCAACCASTST | 1588 | CUGGUUGAAGCGECAGGCGTaT 9% | 21% |, 49% ; 2%
ND-BGBE | 1589 | GCCUGCCGCUUCAACCAGSTST | 1590 | CCUGGUUGARGCGGCAGECTST 43% | 9% 24% | 7%
ND-B689 ! 1591 | AUUACUCUCACUUCCACCATST | 1592 | UGGUGGAAGUGAGAGUAAUTST 27%; 4% 19% i 2%
ND-8690 | 1583 '@ UUACUCUCACUUCCACCACTST | 1594 | GUGGUGGAAGUGAGAGUAATST 109% i 7% B5% | B%
ND-8691 : 1595 | ACUCUCACUUCCACCACCCTST | 1596 | GGGUGGUGGAAGUGAGAGUTST 93% | 11% 87% ; 12%
ND-BESZ | 1597 | UCUGCACCCUCAAUCCCUATST | 1598 | UAGGGAUUGAGGGUGCAGATST 31% | 12% 17% | 2%
ND-B8693 : 1599 | CUGCACCCUCAAUCCCUACT=T | 1600 | GUAGGGAUUGAGGGUGCAGTST 41% | 253 31% i 4%
ND-B694 | 1601 : UGCACCCUCAAUCCCUACATST | 1602 | UGUAGGGAUUGAGGGUGCATST 75% | 25% 43% ! 3%
ND-8695 1603 ACCCUCAANICCCUACAGGUTsT 1604 | ACCUGUAGGGAUUGAGGGUT=T 65% | 26% 25% 5%
ND-8696 | 1605 | CCCUCARUCOCUACAGGUATST | 1606 | UACCUGUAGGGAUUGAGGGTET 18% | 2% 13% | 1%
ND-8697 | 1607 | CCUCAAUCCCUACAGGUACTST | 1608 | GUACCUGUAGGGAUUGAGGTST 16% | 4% 13% | 2%
ND-8698 | 1609 | AACCAGAACAAAUCGGACUTST | 1610 | AGUCCGAUUUGUUCUGGUUTST a0% | 2% 30%; 2%
ND-8699 | 1611 | AACAAAUCGGACUGCUUCUTST | 1612 | AGAAGCAGUCCGAUUUGUUTsT 56% | 4% 45% i 3%
ND-8700 | 1613 | ACAAAUCGGACUGCUUCUATST | 1614 | UAGAAGCAGUCCGAUUUGUTsT 18% | 3% 12% | 1%
ND-B8701 | 1615 i CARAUCGGACUGCUUCUACTST | 1616 | GUAGAAGCAGUCCGAUUUGTST 15% | "2% 15% | 4%
ND-8702 : 1617 : GCACCCUCAAUCCCUACAGTST | 1618 ! CUGUAGGGAUUGAGGGUGCTST 53% | 4% 46% | 20%
ND-8703 | 1619 | CCUCAACAUCAACCUCAACTsT | 1620 | GUUGAGGUUGAUGUUGAGGTST 258! 6% 268! 9%
ND-8704 | 1621 | CUCAACAUCAACCUCAACUTST ! 1622 | AGUUGAGGUUGAUGUUGAGTST 30%; ©% 37% | 26%
ND-6705 ! 1623 | UCAACAUCAACCUCAACUCTST | 1624 | GAGUUGAGGUUGAUGUUGATST 55% i 1% 50% | 10%
ND-B706 | 1625 | UACCGCUUCCACUACAUCATST | 1626 | UGAUGUAGUGGAAGCGGUATST 368 7% 31% ] 7%
ND-8707 | 1627 | ACCGCUUCCACUACAUCAATST | 1628 | UUGAUGUAGUGGAAGCGGUTST 23%: 5% 27% | 10%
ND-8708 | 1629 | GCUUCCACUACAUCAACAUTST : 1630 ! AUGUNGAUGUAGUGGAAGCTST 16% : 4% 24% | 12%
ND-8709 | 1631 | CUUCCACUACAUCAACAUCTST | 1632 | GAUGUUGAUGUAGUGGAAGTST 62% | 3% 74% | 27%
ND-8710 | 1633 | UCCACUACAUCAACAUCCUTST | 1634 | AGGAUGUUGAUGUAGUGGATST 45% | 8% 41% | 1%
ND-8711 i 1635  CCACUACAUCAACAUCCUGTST | 1636 i CAGGAUGUUGAUGUAGUGGTST 23% ] 4% 27% | 10%
ND-8712 : 1637 | CUGGGCAACUUCAUCUUCGTST ;| 1638 ! CGAAGAUGAAGUUGCCCAGTST 34% ] 4% 26%1 5%
ND-8713 ! 1639 | GGCAACUUCAUCUUCGCCUTST | 1640 | AGGCGAAGAUGAAGUUGCCTST 30%: 3% 233 { 2%
ND-8714 1641 UUCAUCUUCGCCUGCCGCUTST 1642 | AGOCGGCAGGCGAAGAUGAATAT 90% i 14% B85% i 14%
ND-8715 : 1643 | UCGCCUGCCGCUUCAACCATST | 1644 | UGGUUGAAGCGGCAGGCGATST 23% | 2% 20% { 4%

Tabla 2A: Concentracion al 50% de inhibicion (CI50) para agentes de ARNi a modo de ejemplo de la tabla 1A

ID de daplex
ND8294 0,1949
ND8295 0,1011
ND8299 0,5986
ND8302 0,0144
ND8313 0,0315
ND8320 0,0796
ND8331 0,0213

CI50 [nM]
1° DRC en

H441

0,0468
0,0458
0,5638
0,0134
0,0124
0,0078

0,0158
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(continuacion)

ND8332 0,0205 0,0089
ND8343 0,0523 0,0293
ND8348 0,0156 0,0182
ND8356 0,0241 0,0099
ND8357 0,0054 0,0032
ND8363 0,1186 0,0337
ND8368 0,0487 0,1209
ND8371 0,0811 0,0911
ND8372 0,0584 0,0425
ND8373 0,0066 0,0165
ND8375 0,1176 0,1187
ND8380 0,6817 0,5747
ND8381 0,0037 0,0041
ND8383 0,0275 0,1257
ND8384 0,0357 0,0082
ND8391 0,0260 0,0349
ND8392 0,3831 0,4775
ND8396 0,0023 0,0052
ND8403 0,0808 0,0759

Tabla 2B: Concentracion al 50% de inhibicién (CI50) y para agentes de ARNi a modo de ejemplo de la tabla 1D

CI50 [nM] CI50 [nM]
1°DRC en 2°DRCen
H441 H441
ID de daplex
ND8441 0,6738 0,8080
ND8443 0,0346 0,0263
ND8449 0,0120 0,0067
ND8450 0,0257 0,0106
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(continuacion)

ND8451 0,1320 0,0931
ND8453 0,0079 0,0033
ND8489 0,1640 0,1593
ND8496 0,0387 0,0185

Tabla 2C: % de actividad de la iARN a modo de ejemplo hacia la inhibicién de la expresién génica de alfa-ENaC en
los ensayos descritos en el ejemplo 3

Identificador de duplex % de expresion de alfa-ENaC en expresion de alfa-ENaC en

HBEC primarias (% del control) macaco (% del control)
ARNic 50 nm ARNic 45 nm

No transfectado 77,2 n/a

Control que no selecciona como 100 93,3

diana

Control negativo (alfa-ENaC no de n/a 100

macaco)ND8449

ND-8302 30,2 57

ND-8332 24,7 54,3

ND-8348 40,1 56,2

ND-8356 36,6 55,8

ND-8357 29,6 50,4

ND-8373 30,4 53,8

ND-8381 32,5 40,4

ND-8396 34,1 46,3

ND-8450 45,9 78,9

ND-8453 30,1 55,3
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REIVINDICACIONES

1.Composicion que comprende un agente de ARNi que comprende una hebra sentido y una hebra antisentido, en la
que:

a. la hebra sentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra sentido de ND8396 (SEQ ID NO: 223)
y la hebra antisentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra antisentido de ND8396 (SEQ ID
NO: 224); o

b. la hebra sentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra sentido de ND8612 (SEQ ID NO: 527)
y la hebra antisentido comprende al menos 19 nucleétidos contiguos de la hebra antisentido de ND8612 (SEQ ID
NO: 528); o

c. la hebra sentido comprende al menos 19 nucle6tidos contiguos de la hebra sentido de ND10781 (SEQ ID NO:
1281) y la hebra antisentido comprende al menos 19 nucledtidos contiguos que difieren en 0, 1, 2 6 3 nucleottidos de
la hebra antisentido de ND10781 (SEQ ID NO: 1282).

2.Composicion segun la reivindicacion 1, en la que la hebra antisentido tiene 30 nucleétidos o menos de longitud, y
en la que la hebra sentido y la hebra antisentido forman una regién de duplex de 15 a 30 pares de nucleétidos de
longitud.

3.Composicion segun la reivindicacion 1, en la que la hebra antisentido y la hebra sentido tienen cada una de 19 a
23 nucleotidos de longitud.

4.Composicién segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi comprende una modificacién que hace que el
agente de ARNi tenga una estabilidad aumentada en una muestra biolégica.

5.Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi comprende un fosforotioato o un nucleétido
modificado en 2'.

6.Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi comprende:

al menos un dinucleétido de 5'-uridina-adenina-3’ (5’-ua-3’), en el que la uridina es un nucleétido modificado en 2’; al
menos un dinucleétido de 5’-uridina-guanina-3' (5’-ug-3’), en el que la 5'-uridina es un nucleétido modificado en 2’; al
menos un dinucleétido de 5'-citidina-adenina-3’ (5'-ca-3’), en el que la 5'-citidina es un nucleétido modificado en 2’; o
al menos un dinucleétido de 5-uridina-uridina-3’ (5’-uu-3’), en el que la 5’-uridina es un nucleétido modificado en 2'.

7.Composicion segln la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi comprende una maodificacion en 2’
seleccionada del grupo que consiste en: 2'-desoxi, 2’-desoxi-2'-fluoro, 2’-O-metilo, 2’-O-metoxietilo (2’-O-MOE), 2’-O-
aminopropilo (2’-O-AP), 2’-O-dimetilaminoetilo (2'-O-DMAOE), 2’-O-dimetilaminopropilo (2'-O-DMAP), 2’-O-
dimetilaminoetiloxietilo (2’-O-DMAEOE) y 2'-O-N-metilacetamido (2’-O-NMA).

8.Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi comprende un extremo romo.

9.Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi comprende una proyeccion de nucleétidos
que tiene de 1 a 4 nucle6tidos desapareados.

10. Composicion segun la reivindicacién 1, en la que el agente de ARNi comprende una proyeccion de nucleétidos
en el extremo 3’ de la hebra antisentido del agente de ARN..

11. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi es ND8396 (SEQ ID NO: 223 y 224).
12. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi es ND8612 (SEQ ID NO: 527 y 528).
13. Composicion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi es ND10781 (SEQ ID NO: 1281 y 1282).

14. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que el agente de ARNi se liga a uno o mas de compuesto de
diagnostico, grupo indicador, agente de reticulacién, resto que confiere resistencia a nucleasas, base nitrogenada
natural o poco comun, molécula lipéfila, colesterol, lipido, lectina, esteroide, uvaol, hecogenina, diosgenina, terpeno,
triterpeno, sarsasapogenina, friedelina, acido litocélico derivatizado con epifriedelanol, vitamina, hidrato de carbono,
dextrano, pululano, quitina, quitosano, hidrato de carbono sintético, pentadecamero de oligo-lactato, polimero
natural, polimero de peso molecular bajo o medio, inulina, ciclodextrina, acido hialurénico, proteina, agente de unién
a proteina, molécula de seleccibn como diana de integrina, molécula policatiénica, péptido, poliamina,

68



10

15

ES 2432 157713

peptidomimético y/o transferrina.

15. Composicion que comprende un agente de ARNi para alfa-ENaC, en la que el agente de ARNi comprende una
hebra sentido y una hebra antisentido,

en la que la hebra sentido comprende al menos 19 nucle6tidos contiguos de la hebra sentido de un agente de ARNi
seleccionado del grupo que consiste en ND8396 (SEQ ID NO: 223), ND8612 (SEQ ID NO: 527) y ND10781 (SEQ ID
NO: 1281) y

en la que la hebra antisentido comprende al menos 19 nucle6tidos contiguos de la hebra antisentido de un agente de
ARNi seleccionado del grupo que consiste en ND8396 (SEQ ID NO: 224), ND8612 (SEQ ID NO: 528) y ND10781
(SEQ ID NO: 1282),

comprendiendo ademas la composicion un ligando de receptor epitelial.

16. Composicién segun la reivindicacion 15, en la que el ligando de receptor epitelial es (i) transferrina o (ii) acido
folico.

17. Composicioén segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 15, para su uso en terapia.

18. Composicién segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento de una enfermedad
mediada por disfuncién del canal de sodio epitelial seleccionada del grupo de: fibrosis quistica, discinesia ciliar
primaria, bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, infecciones de las vias
respiratorias, carcinoma de pulmén, sindrome de Liddle, hipertension, insuficiencia renal y desequilibrio
hidroelectrolitico.
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_ Figura 1:
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Figura 2..
SEQ.LD.NO:1682

GAATTCGCCCTIGGCCGCTGCACCTGTAGGGGAACAAGCTGGAGGAGCAGGA
CCCTAGACCTCTGCAGCCCACCGCAGGGCTCATGGAGGGGAACAAGCTGGAGGAGCA
GGACGCTAGCCCTCCACAGCCCACCCCAGGECTCATGAAGGGGGACAAGCGTGAGGA
GCAGGGGCTGGGCCCAGAACCTGCGGCACCCCAGCAGCCCACGGCGGAGGAGGAGGT
CCTGATCGAGTTCCACCGCTCCTACCGAGAGCTCTTCGAGTTCTTCTGCARCAATAC
CACCATCCACGGCGCCATCCGCCTEGTCTGCTCCCAGCACAACCGCATGAAGACGGE
CTTCTGGGCAGTGCTCTGGCTECTGEACCTTTGGCATGATGTACTGGCAATTCGGCCT
GCTTTTCGGAGAGTACTTCAGCTACCCCOTCAGCCTCAACATCAACCTCAACTCGGA
CAAGCTTGTCTTCCCCGCAGTGACCATCTGCACCCTCAATCCCTACAGGTATCCGGA
AATTAAAGAGGAGCTGGAGGAGCTGGACCGCATCACACAGCAGACGCTCTTTGACCT
GTACAAATACGACTCCTCCCCCACCCTCGTGGCCGGCTCCCGCGGCCETCGTGACCT
GCGGGECACTCTGCCGCACCTCTTGCAGCGCCTGAGGETCCCGTCCCCGCTTCACGE
GECCCGTCAAGCCCATAGCGTGGCCTCCAGCGTGCGGGACAACAACCCCCARGTGGA
cmmﬁmmmmmm
CTACCAGACATACTCATCAGGGOTGEATGCAGTGAGGGAGTGGTACCGCTTCCACTA
CATCAACATCCTGTCGAGGCTGCCAGAGACTCTCCCATCCCTGGAGGAGGACACACT
GGGCAACTTCATCTTCGCCTGCCGOTTCAACCAGETCTCCTCCAACCAGGCGAATTA
CTCTCACTTCCACCACCCAATGTATGGAAACTGCTATACTTTCAATGACAAGAACAA
CTCTAACCTCTGGATGTCTTCCATGCCTGGAGTCAACAACGETCTGTCCCTGATGCT -
GCGCACAGAGCAGAATGACTTCATTCCCCTGCTGTCCACAGTGACTGGGGCCCGGET
AATGGTGCACGGGCAGGATGAACCTGCCTTTATGGATGATGETGGCTTTAACTTGCG
GOCTGGCGTGGAGACCTCCATCAGCATGAGGAAGGAAGCCCTGGACAGACTTGOGER
CGACTATCGCGACTGCACCAAGAATCCCACTGATCTCCCTCTCAAGAACCTTTACCE
TTCAAAGTACACGCAGCAGGTCTGTATTCACTCCTGCTTCCAGGAGAACATGATCAA
GGAGTGTGGCTGTGCCTACATCTTCTATCCGCGGCCGCAGAACATGGAGTACTGTGA
CTACAGGAAGCACAGTTCCTGGGGCTACTGCTACTATAAGCTCCAGGCTGACTTCTC
CTCAGACCACCTGGGCTGTTTCACCAAGTGCCGGAAGCCATGCAGTGTGACCAGCTA
CCAGCTCTCGGCTGGTTACTCACGATGGCCCTCGGTGACATCCCAGGAATGGGTCTT
CGAGATGCTATCGCGACAGAACAACTACACCATCAACAACAAGAGAAATGGAGTGGC
CAAAGTCAACATCTTCTTCAAGGAGCTGAACTACAAAACCAATTCTGAGTCTCCCTC
TGTCACGATGGTCACCCTCCTGTCCAACCTGGGCAGCCAGTECAGCCTETCGTTCGE
CTCCTCAGTGCTGTCTGTGGTGGAGATGGCTGAGCTCATCTTTGACCTGCTGGTCAT
CACATTCCTCCTGCTGCTCCGAAGGTTCCGAAGCCGATACTGGTCTCCAGGCCGAGG
GGACAGGGGTGCTCAGGAGGTGGCCTCCACCCAGGCATCCTCCCCGCCTTCCCACTT
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CTGCCCCCACCCCACATCTCTGTACTTGTCCCAACTAGGCCCTGCTCCCTCCCCAGT
CTTGACAGCCCCTCECCCTGCCTATGCCACCCTGGECCCCTGCCCATCTCCAGGGEE
CTCCGCAGGGGCCAGCTCCACTGCCTATCCTCTGGGGEGECCCTGAGAGAGGAGAGE
TTCCTTGCACCAAGGCAGATGCTCCCCTGGTGECAGGGTGCTGCCCTTGGCAAGATT -
GAAGGATGTGCAGGGCTTCCTCTCAGAGCCGCCCAAACTGCCCTTGATGTGTGGAGE
GGAAGCGAGATGGGTAAGGGGCTCAGGAAGTTCTTCCAAGAACAGTGGCCAATGAAG
CTGCCCAGRAGTGCCTTGECTCTGGCTCTETACCCCTTGETACTGCCTCTGARCACT
CTGGTTTCCCCACCCARCTGCAGCTAAGTCTCCTTTTCCCTTGGATCAGCCARGECA
AACTTGGAGCTTTGACAAGGAACTTTCCTAAGAAATGGCTGATGACCAGGACAAAAC
ACAACCAAGGGTACACACAGGCATGCACGCGTTTCCTGCCTGGCGACAGGTGAAGEC
AGCCCETGACTEACCTGGCCACACTGCTCTCCAGTARCACAGATGTCTGCCCCTCAT |
CTTGAACTTGEOTGOGAAACCCCACCCAAAAGCCCCCTTTATTACTTAGGCARTTCC
COTTCCCTGACTCCCGAGAGCCAGGGCCAGAGCAGACCCGTATAAGTAAAGGCAGCT
CCAGGGCTCCTCTAGGCTCATACCCGTGCCCTCACAGAGCCATGCTCCAGCGCTTCT
GTCCTGTETCTTTCETCCCTCTACATGTCTGCTCAAGACATTTTCTCAGCCTGAAAG
CTTCCCCAGCCATCTGCCGGAGAACTCCTATGCATCCCTCAGAACCCTGCTCAGACA
CCATTACTTTTGTGAAGGCTTCTGCCACATCTTGTCGTCCCAAAAATTGATCACTCC
CCTTTCTGETGGECTCOCGTAGCACACTATAACATCTGCTGGAGTGTTGCTGTTGCA
CCATACTTTCTTGTACGTTTCTCTCTGCCTCCCCAACTGGACTCTGAGGGCCTTOTG:
GCCAGGGACTGAGTCTTGCCCGTTTATGTATGCTCCGTGTCTAGCCCATCATCCTGE

Traduccion:
SEQ.I.D.NO:1681

MEGNKLEEQDASPPQPTPGLMEGDKREEQGLGPEPAAPQQPTAEEEALIEFH
RSYRELFEFFCNNTTIHGAIRLVCSQHNRMKTAFWAVLWLC TFGMMYWQFGLLFGEY
FSYPVSLNINLNSDKLVFPAVTICTLNPYRYPEIKEELEELDRITQQTLFDLYKYDS
SPTLVAGSRGRRDLRGTLPHLLORLRVPS PLHGARQARSVAS SVRDNNPQVDWEDWK
IGFELCNQNKSDCFYQTY SSGVDAVREWYRFHY INI LSRLPETLPSLEEDTLGNFIF
ACRFNQVSCNQANY SHFHHPMYGNCY TFNDKNNSNLWMS SMPGVNNGLSLMLRTEQN
DFI PLLS‘I’B“I‘BARWNHGQDEP&FHDMGFNLRH}VETSI SMREEALDRLGGDYGDC
TKNGSDVEVKNLY PSKYTOQVC IHSCFQENMIKECGCAY IFYPRPONMEYCDYRKHS
SWCYCYYKLOADFSSDHLGCPTKCRKPCSVTSYQLSAGY SRWPSVTSQEWVFEMLSR
QNNYTINNKRNGVAKVNIFFKELNYKTNSESPSVTMVTLLSNLGSQWSLWFGSSVLS
VVEMAELIFDLLVITFLLLLRRFRSRYWS PGRGDRGAQEVASTQASSPPSHFCFHPT
SLYLSQLGPAPSPALTAPFPAYATLGPCPSPGGSAGASSTAYPLGGP
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Figura 3
promotor de SV40
Luciferasa de Renilla
AmpR

AYS35007 Vet

6273 pb
Sitio de poli(A)

sitio de poli(A) de é} promotor de TK de VHS

Luciferasa de luciérnaga
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