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DESCRIPCION
Tratamiento de afecciones del SNC
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para el tratamiento de afecciones patolégicas del
sistema nervioso central (SNC) por medio de administracion intranasal de una composicidon que modula, por medio
de interferencia por ARN, la expresién y/o actividad de genes implicados en afecciones mencionadas anteriormente.
Las composiciones de la invencion comprenden moléculas de acido nucleico interferentes cortas (ANic) limitadas a
ARN interferentes pequefios (ARNip).

En realizaciones preferidas, las moléculas de ANic administradas por via intranasal dirigidas a tau, son Uutiles en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos del SNC asociados a
expresion de tau anémala, asi como enfermedades congénitas asociadas a mutaciones del gen de tau.

Antecedentes de la invencion
La iARN como herramienta para modular la expresién génica

Interferencia por ARN se refiere al proceso de silenciacion de genes postranscripcional especifica de secuencia
mediado por ARN bicatenario (ARNbc). Después del descubrimiento del fendmeno en plantas a principios de los
1990, Andy Fire y Craig Mello demostraron que el ARNbc inhibia especifica y selectivamente la expresion génica de
manera extremadamente eficiente en Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). La secuencia de la primera cadena
(ARN sentido) coincidia con la de la regiéon correspondiente del ARN mensajero diana (ARNm). La segunda cadena
(ARN antisentido) era complementaria al ARNm. EI ARNbc resultante resulté ser varios 6rdenes de magnitud mas
eficiente que las moléculas de ARN monocatenario correspondientes (en particular, el ARN antisentido).

El proceso de iARN comienza cuando la enzima DICER se encuentra con el ARNbc y lo corta en trozos llamados
ARN interferentes pequefios o ARNip. Esta proteina pertenece a la familia de nucleasa de ARNasa lll. Un complejo
de proteinas reune estos restos de ARN y usa su cédigo como guia para buscar y destruir cualesquiera ARN en la
célula con una secuencia coincidente, tal como ARNm diana (véase Bosher & Labouesse, 2000; y Akashi et al.,
2001).

En un intento de aplicar iARN para reducir la expresion de genes, se reconocioé que las células de mamifero han
desarrollado diversos mecanismos protectores contra infecciones viricas que podrian impedir el uso de este
enfoque. De hecho, la presencia de niveles extremadamente bajos de ARNbc virico desencadena una respuesta de
interferon, dando como resultado una supresion inespecifica global de la traduccién, que a su vez desencadena
apoptosis (Williams, 1997, Gil & Esteban, 2000).

En 2000, se describié que el ARNbc inhibe especificamente tres genes en el oocito y el embrion temprano de ratén.
La detencion traduccional y, por lo tanto, una respuesta de PKR, no se observo dado que los embriones siguieron
desarrollandose (Wianny & Zernicka-Goetz, 2000). Investigacion en Ribopharma AG (Kulmbach, Alemania)
demostré la funcionalidad de la iARN en células de mamifero, usando ARNbc cortos (20-24 pares de bases) para
desactivar genes en células humanas sin iniciar la respuesta de fase aguda. Experimentos similares llevados a cabo
por otros grupos de investigacion confirmaron estos resultados (Elbashir et al., 2001; Caplen et al., 2001).
Ensayados en diversas lineas celulares humanas y de ratén normales y cancerosas, se determin6 que ARN
horquillados cortos (ARNhc) pueden silenciar genes de forma tan eficiente como sus contrapartidas de ARNip
(Paddison et al., 2002). Recientemente, otro grupo de ARN pequefios (21-25 pares de bases) mostré6 mediar en la
regulacion negativa de la expresion génica. Estos ARN, ARN regulados temporalmente pequefios (ARNtp), regulan
la temporizacién de la expresion génica durante el desarrollo en Caenorhabditis elegans (para una revision, véase
Banerjee & Slack, 2002 y Grosshans & Slack, 2002).

Los cientificos han usado la iARN en varios sistemas, incluyendo Caenorhabditis elegans, Drosophila, tripanosomas,
y otros invertebrados. Varios grupos han presentado recientemente la supresiéon especifica de la biosintesis de
proteinas en diferentes lineas celulares de mamifero (especificamente en células HeLa) demostrando que la iARN
es un método aplicable ampliamente para silenciar genes in vitro. Basandose en estos resultados, la iARN se ha
convertido rapidamente en una herramienta bien reconocida para validar (identificar y asignar) funciones de genes.
La iARN que emplea oligonucleétidos de ARNbc cortos proporcionara una comprension de la funcion de los genes
que estan siendo solamente parcialmente secuenciados.

Recientemente, Krutzfeldt y colegas han mostrado que una clase de compuestos manipulados genéticamente de
forma especial llamados “antagomirs” pueden silenciar eficazmente la accion de microARN (miARN), trozos no
codificantes de ARN que regulan la expresién génica (Krutzfeldt et al., 2005).
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Administracién intranasal de productos de ANic

La administracién en aerosol de acidos nucleicos a los pulmones usando vectores virales, polimeros, tensioactivos o
excipientes, se ha descrito para el tratamiento de enfermedades pulmonares. Se han sugerido acidos nucleicos
adecuados para administracién intranasal incluyendo ADNbc, ARNbc, ADNmc, ARNmc, ARN interferente corto,
micro-ARN, y ARN antisentido (véase los documentos US2005/0265927 y W02005/115358).

Agentes de administracion preferidos para agentes que inducen iARN en el pulmén incluyen polimeros cationicos,
polimeros catiénicos modificados, lipidos y tensioactivos adecuados para introduccion (véase el documento
US20050008617).

Administracion al SNC

La administracién intranasal para el tratamiento de enfermedades del SNC se ha alcanzado solamente con
inhibidores de acetilcolinesterasa tales como galantamina y diversas sales y derivados de galantamina (véase por
ejemplo los documentos US2006003989, W02004/002402 y WO02005/102275) mientras que el tratamiento de
trastornos neurodegenerativos por medio de la descarga de ARN interferente pequefio en el SNC se ha obtenido
previamente implantando quirdrgicamente un catéter (véase por ejemplo el documento WO02005/116212, el
documento WO002/086105 describe métodos para administracion de oligonucleétidos al SNC mediante rutas
neurales que se originan en la cavidad nasal. El uso de oligonucleétidos antisentido se describe, pero no se hace
ninguna referencia a interferencia por ARN. Ademas, no hay ninguna divulgacion en esta publicacién de actividad
fisiolégica de los oligonucleétidos administrados. ANic administrados por via intravenosa han demostrado atravesar
la barrera hematorretiniana y modular la expresién génica en el ojo (documentos WO03/08736 y US2005/0222061).
La modulacién de la expresion de ciertos genes implicados en enfermedad de Alzheimer, tales como beta-secretasa
(BACE), proteina precursora de amiloide (APP), PIN-1, presenilina 1 (PS-1) y/o presenilina 2 (PS-2), asi como la de
genes implicados en enfermedad de Huntington, tales como huntingtina o ataxina-1, ya se ha conseguido con ANic
tanto en cultivo celular como in vivo por medio de estrategias que incluyen administracion intratecal e
intracerebroventricular, implantacién de catéteres y bombas, mediante apertura quimica u osmoética de la barrera
hematoencefalica, o mediante inyeccion o perfusién directa en el sistema arterial cerebral (es decir: en el cuerpo
estriado, la corteza) - véase por ejemplo los documentos WW02005/003350, US2005/042646 y GB2415961 ).

Direccion a Tau por medio de iARN

Tau tiene un papel central en formas heredadas y adquiridas de demencia asociada a la edad, incluyendo
enfermedad de Alzheimer (EA) (Hardy & Selkoe, 2002; Lee et al., 2001; Mullan et al., 1992; Poorkaj et al., 1998;
Hutton et al.,, 1998). La EA se caracteriza por dos distintivos patolégicos fundamentales: placas seniles, que
contienen beta-amiloide (AP) derivado de la escision de la proteina precursora de amiloide (APP); y ovillos
neurofibrilares, que contienen la proteina filamentosa tau. Raras formas heredadas de EA han revelado un papel,
esencial para la produccion de AP en la patogenia de todas las formas de EA, tanto esporadicas como heredadas
(Hardy & Selkoe, 2002). Las mutaciones en los tres genes que se sabe que causan EA familiar - los genes que
codifican APP, presenilina 1 y presenilina 2 - actian de forma dominante para mejorar la produccion de beta-
amiloide neurotoxico (Hardy & Selkoe, 2002).

Tau, el componente fundamental de los ovillos neurofibrilares, del mismo modo juega un papel significativo en la
patogenia de EA (Lee et al.,, 2001). Las mutaciones en tau causan una enfermedad neurodegenerativa
principalmente hereditaria similar, demencia frontotemporal con parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (DFTP-
17). En la DFTP-17, las mutaciones de tau alteran la secuencia de la proteina tau o causan corte y empalme
aberrante (Lee et al., 2001; Lewis et al., 2001; Oddo et al., 2003). Las anomalias de la expresién de tau también
contribuyen a varios otros importantes trastornos neurodegenerativos, incluyendo paralisis supranuclear progresiva y
degeneracion ganglionar cortical-basal (Houlden et al., 2001). Por lo tanto, esfuerzos por reducir la expresion de tau,
de forma general o de manera especifica de alelo, pueden demostrar ser terapéuticamente utiles en DFTP-17, EA u
otras enfermedades relacionadas con tau.

La silenciaciéon especifica de alelo de mutaciones de tau y/o polimorfismos de un solo nucleétido asociados (SNP)
por medio de iARN ya se ha conseguido en cultivos celulares (Miller et al. 2003, 2004). Ademas, ARNip de interés se
administraron con éxito a un modelo en raton por medio de inyecciébn en la vena caudal (documento
US2004/0241854).

Lo anterior es una descripcién de técnica relevante relativa a iARN asi como de enfoques de administracion al SNC.
La descripcion se proporciona solamente para compresién de la invencion a continuacion, y no es una admision de
que cualquiera de los trabajos descritos es técnica anterior a la invencion reivindicada. Existe una necesidad
insatisfecha por la técnica de métodos convenientes mediante los cuales moléculas de ANic puedan ser
administradas al SNC, y mediante los cuales dicha administracién de como resultado actividad de interferencia por
ARN. Se han desarrollado técnicas para modular la expresiéon génica in vivo para tratar enfermedades del SNC por
medio de dirigir moléculas de ARNip al SNC mediante administracion intranasal.
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Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona métodos y composiciones para el tratamiento de una enfermedad
neurodegenerativa del sistema nervioso central (SNC) asociada a expresion anémala de tau por medio de
administracion intranasal de compuestos que causan interferencia por ARN.

Las composiciones de la invencion comprenden moléculas de acido nucleico interferente corto (ANic) limitadas a
ARN interferente pequefio (ARNip).

Los métodos de la invencion comprenden la administracion intranasal a un paciente que lo necesita de una cantidad
eficaz de uno o mas ANic de la invencién para el tratamiento de una afeccién patologica del SNC. Los métodos de la
invencidbn comprenden administracion intranasal del ANic terapéutico. En particular, las composiciones de la
invencidbn pueden usarse en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
neurodegenerativo del SNC asociado a expresion anémala de tau, asi como enfermedades congénitas asociadas a
mutaciones de un gen de tau del SNC.

La presente invencion se refiere a ARNip que estan dirigidos a interferir en la expresiéon de ARNm de tau, asi como
de alelos mutados de un gen de tau del SNC que, en ultima instancia, modulan la cantidad de proteina producida.
Las composiciones de la presente invencién se administran por via intranasal para dirigirse especificamente a la
version andémala del gen de tau dentro del SNC.

Breve descripcion de las figuras
La invencion se describira a modo de ejemplo solamente con referencia a las siguientes figuras.

Figura 1: niveles de expresion de GFP después de la administracion intranasal a ratones de NaCl al 0,9 %
(Control), 1 nmol/ul de ARNip-GFP (raton 1), 2 nmol/ul de ARNip-GFP (ratén 2), y 2 nmol/ul de ARNip-GFP +
TransIT-TKO (ratdon 3). Se llevaron a cabo andlisis de la corteza, el hipocampo, el cuerpo estriado y el bulbo del
SNC.

Figura 2. ElI ARNip reduce niveles de proteina GFP. ARNip disefiado contra GFP se administr6 por via intranasal
a ratones transgénicos para GFP. Los animales se sacrificaron en momentos diferentes y los tejidos recogidos se
analizaron mediante transferencia de Western. Se administré solucién salina de control a ratones Cl, Cll y CllI
como control. Los valores muestran los niveles de expresiéon de la proteina GFP normalizados respecto a la
proteina GFP de ratones de control.

Figura 3. El ARNip reduce los niveles de ARNm de GFP. ARNip disefiado contra GFP se administrd por via
intranasal a ratones transgénicos para GFP. Los animales se sacrificaron en momentos diferentes y se recogio
ARNm de diferentes tejidos. En esta figura, la expresion de ARNm de GFP del cuerpo estriado y la corteza se
analizé6 mediante PCR cuantitativa.

Figura 4. El ARNip reduce los niveles de trasncrito del gen de MAPT con diferentes mutaciones. Se analizaron
ARNip disefiados para diferentes mutaciones Seq ID 159 (mutacién P301L) y Seq ID 160 (mutacion R406W). Se
prepar6 ARN a partir de células tratadas con los ARNip especificos durante 48 h. Las muestras se analizaron
mediante PCR cuantitativa usando cebadores especificos para MAPT (descritos en el texto). Los valores
muestran los niveles de expresion media de diferentes transcritos normalizados a 18S con respecto a células
transfectadas de forma simulada como control.

Figura 5. El ARNip reduce los niveles de transcrito del gen de MAPT. Se preparé ARN a partir de células MDA-
MB-435 tratadas con diferentes ARNip durante 24, 48 h y 72 h. Las muestras se analizaron mediante PCR en
tiempo real usando cebadores especificos, descritos en el texto. Los valores muestran los niveles de expresién
media de diferentes transcritos normalizados a 18S con respecto a un control transfectado de forma simulada.
Figura 6. El ARNip de Seq ID 160 disefiado para la mutacion R406W reduce los niveles de proteina MAPT in
vivo. El ARNip Seq ID 160 se administro por via intranasal a ratones MAPT transgénicos. Los animales se
sacrificaron a los siete dias después de la administracion de ARNip y se analizé tejido del hipocampo mediante
transferencia de Western.

Figura 7. Lista de mutaciones de MAPT y numeros de entrada de la secuencia de genes.

Figura 8. Lista de secuencias de regiones de MAPT dirigidas por ANic de la invencion, y de duplex de ANic
dirigidos a estas regiones.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo
del SNC, asociado a expresion anémala de tau por medio de administracion intranasal de compuestos que causan
iIARN. Las composiciones de la invencién comprenden ARNip que causan interferencia por ARN en el gen de tau en
el sistema nervioso central y en las que el ARNip esta dirigido contra una secuencia de nucleétidos seleccionada
entre las SEQ. ID NO: 1 a 160 o en las que el ARNip tiene una secuencia seleccionada entre las SEQ ID NO 161-
318.
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Los métodos de la invencion comprenden la administracion intranasal a un paciente que lo necesita de una cantidad
eficaz de uno o mas ARNip de la invencion.

Disefio de ARNip

Un gen es “dirigido” por ANic cuando, por ejemplo, el ANic disminuye o inhibe selectivamente la expresién del gen o
de un alelo del gen implicado en una afeccion patoldégica. Como alternativa, los ANic dirigen un gen cuando los ANic
hibridan en condiciones rigurosas con el transcrito del gen. El ANic puede ensayarse in vitro o in vivo para la
capacidad de dirigir un gen.

En 1999, Tuschl et al., descifraron el efecto de silenciacion de ARNip, mostrando que su eficiencia esta en funcion
de la longitud del duplex, la longitud de los salientes del extremo 3, y la secuencia en estos salientes.

Seleccionar la regién homologa correcta dentro del gen diana es de gran relevancia para silenciaciéon precisa. Un
corto fragmento de la secuencia del gen diana (por ejemplo, 19-40 nucleétidos de longitud) se selecciona como la
secuencia del ANic de la invencién. Como alternativa, la region variable del alelo de interés se selecciona como
diana de los compuestos de ANic. En la presente invencién, el ANic es ARNip. En dichas realizaciones, el corto
fragmento de la secuencia del gen diana es un fragmento del ARNm del gen diana. En realizaciones preferidas, los
criterios para seleccionar un fragmento de secuencia del ARNm del gen diana para ser una molécula de ARNip
candidata incluyen: 1) una secuencia del ARNm el gen diana que tiene al menos 50-100 nucleétidos desde el
extremo 5' o 3' de la molécula de ARNm nativa; 2) una secuencia del ARNm del gen diana que tiene un contenido de
G/C de entre el 30 % y el 70 %, de la forma mas preferente aproximadamente el 50 %; 3) una secuencia del ARNm
del gen diana que no contiene secuencias repetitivas (por ejemplo, AAA, CCC, GGG, TTT, AAAA, CCCC, GGGG,
TTTT); 4) una secuencia del ARNm del gen diana que es accesible en el ARNm; y 5) una secuencia del ARNm del
gen diana que es Unica para el gen diana. El fragmento de secuencia del ARNm del gen diana puede cumplir uno o
mas de los criterios identificados anteriormente. En realizaciones preferidas, el ARNip tiene un contenido de G/C por
debajo del 60 % y/o carece de secuencias repetitivas.

En la practica, el gen de interés se introduce como una secuencia de nucleétidos en un programa de prediccién que
tiene en cuenta todas las variables descritas anteriormente para el disefio de oligonucleétidos 6ptimos. Este
programa explora cualquier secuencia de nucleétidos de ARNm en busca de regiones susceptibles de ser diana
para ARNip. El resultado de este analisis es una puntuacion de posibles oligonucleétidos de ARNip. Las
puntuaciones mas elevadas se usan para disefar oligonucleétidos de ARN bicatenario (normalmente de 21 pb de
longitud, aunque otras longitudes también son posibles) que se preparan normalmente mediante sintesis quimica.
Varias modificaciones quimicas que se conocen bien en la técnica, con el objetivo de incrementar la estabilidad o
disponibilidad de los oligonucleétidos de ARNbc, también pueden realizarse.

Oligonucleétidos candidatos pueden filtrarse adicionalmente para conservacion de secuencias interespecies para
facilitar la transicion desde estudios clinicos en animales a seres humanos.

Ademas de ANic que es perfectamente complementario a la region diana, secuencias de ANic degeneradas pueden
usarse para dirigirse a regiones homoélogas. El documento W02005/045037 describe el disefio de moléculas de
ANic para dirigirse a dichas secuencias homologas, por ejemplo incorporando, por ejemplo discordancias y/o pares
de bases fluctuantes, que pueden proporcionar secuencias diana adicionales. En casos donde se identifican
discordancias, pares de bases no canénicos (por ejemplo, discordancias y/o bases fluctuantes) pueden usarse para
generar moléculas de ANic que se dirigen a mas de una secuencia de genes. En un ejemplo no limitante, pares de
bases no canénicos tales como pares de bases UU y CC se usan para generar moléculas de ANic que son capaces
de dirigirse a secuencias para diferentes dianas que comparten homologia de secuencia. Por lo tanto, una ventaja
de usar ANic de la invencién es que un unico ANic puede disefiarse para incluir una secuencia de acido nucleico que
es complementaria a la secuencia de nucle6tidos que se conserva entre genes homologos. En este enfoque, puede
usarse un unico ANic para inhibir la expresion de mas de un gen en lugar de usar mas de una molécula de ANic
para dirigirse a diferentes genes.

La identidad de secuencia puede calcularse mediante algoritmos de comparacion y alineamiento de secuencia
conocidos en la técnica (véase Gribskov y Devereux, Sequence Analysis Primer, Stockton Press, 1991, y referencias
mencionadas en ese documento) y calculando la diferencia porcentual entre las secuencias de nucleétidos
mediante, por ejemplo, el algoritmo de Smith-Waterman tal como se implementa en el programa informatico
BESTFIT usando parametros por defecto (por ejemplo, University of Wisconsin Genetic Computing Group). Se
prefiere mas del 90 %, 95 % o 99 % de identidad de secuencia entre el ANic y la parte del gen diana. Como
alternativa, la complementariedad entre el ANic y la molécula de ARN nativa puede definirse funcionalmente
mediante hibridacién asi como funcionalmente por su capacidad para reducir o inhibir la expresion de un gen diana.
La capacidad de un ANic para afectar a la expresiéon génica puede determinarse empiricamente in vivo o in vitro.

Las moléculas de ANic preferidas de la invencion son bicatenarias. En una realizacion, moléculas de ANic
bicatenarias comprenden extremos romos. En otra realizacion, moléculas de ANic bicatenarias comprenden
nucledtidos salientes (por ejemplo, salientes de 1-5 nucleédtidos, preferentemente salientes de 2 nucleétidos). En una
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realizacién especifica, los nucleétidos salientes son salientes 3'. En otra realizacion especifica, los nucleotidos
salientes son salientes 5'. Cualquier tipo de nucleétido puede ser parte del saliente. En una realizacién, el nucleétido
o nucleoétidos salientes son acidos ribonucleicos. En otra realizacién, el nucleétido o nucleétidos salientes son acidos
desoxirribonucleicos. En una realizacion preferida, el nucleétido o nucleétidos salientes son nucleétidos de timidina.
En otra realizacion, el nucleédtido o nucleétidos salientes son nucleétidos modificados o no convencionales. El
nucledtido o nucleétidos salientes pueden tener enlaces internucleotidicos no convencionales (por ejemplo,
diferentes de enlace fosfodiéster).

Sintesis de duplex de ANic

El ANic puede sintetizarse mediante cualquier método conocido en la técnica. Los ARN se sintetizan
preferentemente quimicamente usando fosforamiditas de nucleésido protegidas apropiadamente y un sintetizador de
ADN/ARN convencional. Adicionalmente, el ARNip puede obtenerse a partir de proveedores de sintesis de oligo
ARN comerciales, incluyendo, aunque sin limitarse a, Proligo (Hamburgo, Alemania), Dharmacon Research
(Lafayette, CO, Estados Unidos), Glen Research (Sterling, VA, Estados Unidos), ChemGenes (Ashland, MA,
Estados Unidos) y Cruachem (Glasgow, Reino Unido), Qiagen (Alemania) Ambion (Estados Unidos) e Invitrogen
(Escocia). Como alternativa, moléculas de ANic de la invencion pueden expresarse en células, transfectando las
células con vectores que contienen la secuencia de ANic complementaria inversa bajo el control de un promotor.
Una vez expresado, el ANic puede aislarse de la célula usando técnicas bien conocidas en la técnica.

Una etapa de hibridacién es necesaria cuando se trabaja con moléculas de ARN monocatenarias. Para hibridar los
ARN, 30 ul de cada solucion de oligo ARN 50 uM se combinaran en acetato potasico 100 mM, HEPES-KOH 30 mM
pH 7,4 y acetato de magnesio 2 mM. La solucién se incuba a continuaciéon durante 1 minuto a 90 °C, se centrifuga
durante 15 segundos, y se incuba durante 1 hora a 37 °C.

En realizaciones donde el ARNip es un ARN horquillado corto (ARNhc), las dos cadenas de la molécula de ARNip
pueden estar conectadas por una regién enlazadora (por ejemplo, un enlazador nucleotidico o un enlazador no
nucleotidico).

Modificaciéon quimica de ANic.

Los ANic pueden contener uno o mas nucleétidos modificados y/o enlaces no fosfodiéster. Modificaciones quimicas
bien conocidas en la técnica son capaces de incrementar la estabilidad, la disponibilidad, y/o la captacion celular del
ANic. El experto en la materia estara al tanto de otros tipos de modificacién quimica que pueden incorporarse en
moléculas de ARN (véase las publicaciones internacionales WO03/070744 y W0O2005/045037 para una vision
general de tipos de modificaciones).

En una realizacién, pueden usarse modificaciones para proporcionar resistencia mejorada a degradacion o
captacién mejorada. Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen enlaces fosforotioato internucleotidico, 2'-O-
metil ribonucleétidos (especialmente en la cadena sentido de un ARNip bicatenario), 2'-desoxi-fluoro ribonucleétidos,
2'-desoxi ribonucleoétidos, nucledtidos de “base universal’, 5-C-metil nucleétidos, e incorporacion de residuos
desoxibasicos invertidos (véase en general el documento GB2406568).

En otra realizacién, pueden usarse modificaciones para mejorar la estabilidad del ARNip o para incrementar la
eficiencia de direcciéon. Las modificaciones incluyen reticulacion quimica entre las dos cadenas complementarias de
un ARNip, modificacién quimica de un extremo 3' o 5' de una cadena de un ARNip, modificaciones de azucar,
modificaciones de nucleobases y/o modificaciones de la cadena principal, ribonucleétidos 2'-fluoro modificados y 2'-
desoxi ribonucleétidos (véase, en general, la publicacion internacional W02004/029212).

En otra realizaciéon, pueden usarse modificaciones para incrementar o reducir la afinidad por los nucleétidos
complementarios en el ARNm diana y/o en la cadena del ANic complementaria (véase, en general, la publicacién
internacional W02005/044976) Por ejemplo, un nucleotido de pirimidina sin modificar puede sustituirse por una 2-tio,
5-alquinil, 5-metil, o 5-propinil pirimidina. Adicionalmente, una purina sin modificar puede sustituirse por una 7-deza,
7-alquil, o 7-alquenil purina.

En otra realizacion, cuando el ANic es un ARNip bicatenario, los nucleétidos salientes del nucleétido 3'-terminal son
sustituidos por desoxirribonucleétidos (véase, en general, Elbashir et al., 2001).

En una realizacién, la invencién presenta una molécula de acido nucleico interferente corto bicatenario (ANic) que
regula negativamente la expresion de un gen diana, preferentemente un gen expresado en el SNC, mas
preferentemente un gen de MAPT, en el que la molécula de ANic se ensambla a partir de dos fragmentos de
oligonucleétido diferentes en los que un fragmento comprende la regién sentido y el segundo fragmento comprende
la region antisentido de la molécula de ANic. En ofra realizacion, aproximadamente 19 nucleétidos de cada
fragmento de la molécula de ANic estan emparejados por bases con los nucleétidos complementarios del otro
fragmento de la molécula de ANic y en la que al menos dos nucleétidos 3' terminales de cada fragmento de la
molécula de ANic no estan emparejados por bases a los nucleétidos del otro fragmento de la molécula de ANic (es
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decir, la molécula de ANic incluye salientes de al menos 2 nucleétidos en cada cadena). En una realizacion, cada
uno de los dos nucleétidos 3' terminales de cada fragmento de la molécula de ANic es un nuclettido de 2'-desoxi-
pirimidina, tal como una 2'-desoxi-timidina. En otra realizacion, los 21 nucleétidos de cada fragmento de la molécula
de ANic estan emparejados por bases a los nucleétidos complementarios del otro fragmento de la molécula de ANic.
En otra realizacién, aproximadamente 19 nucleétidos de la regiéon antisentido estan emparejados por bases a la
secuencia de nucleétidos o una parte de la misma del ARN codificado por el gen diana. En otra realizacion,
aproximadamente 21 nucleétidos de la regién antisentido estan emparejados por bases a la secuencia de
nucleétidos o una parte de la misma del ARN codificado por el gen diana. En cualquiera de las realizaciones
anteriores, el extremo 5 del fragmento que comprende dicha region antisentido puede incluir opcionalmente un
grupo fosfato.

En una realizacién, la divulgaciéon presenta una molécula de ANic, en la que una o ambas de las cadenas sentido o
antisentido comprende uno o mas, por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas,
preferentemente de 1 a 5, enlaces fosforotioato internucleotidicos, y/o uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1,
2, 3, 4,5 6,7 8 9, 10 o mas), preferentemente de 1 a 5, 2'-desoxi, 2'-O-metil, 2'-desoxi-2'-fluoro, y/o
aproximadamente uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas), preferentemente de
1 a 5, nucleétidos modificados con base universal, and opcionalmente una molécula casquete terminal en el extremo
3’, el extremo 5’, 0 ambos de los extremos 3’ y 5" de cualquiera o ambas de la cadena sentido o antisentido. En otra
realizacién, uno o mas, por ejemplo aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas, preferentemente de 1 a 5,
nucleétidos de pirimidina de la cadena de ANic sentido y/o antisentido estan modificadas quimicamente con 2'-
desoxi, 2'-O-metil y/o 2'-desoxi-2'-fluoro nucleétidos, opcionalmente con uno o mas, por ejemplo aproximadamente 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas, preferentemente de 1 a 5, enlaces internucleotidicos fosforotioato y/o una molécula
casquete terminal en el extremo 3’, el extremo 5, o ambos de los extremos 3’ y 5’, que estan presentes en la misma
0 en una cadena diferente.

En una realizacion, la divulgacidon presenta una molécula de acido nucleico interferente corto modificado
quimicamente (ANic) que tiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 o mas (especificamente
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o mas) enlaces internucleotidicos fosforotioato en cada cadena de la molécula de
ANic.

En otra realizacién, la divulgaciéon presenta una molécula de ANic que comprende enlaces internucleotidicos 2'-5'.
Los enlace o enlaces internucleotidicos 2’-5' pueden estar en el extremo 3’, el extremo 5’, o0 ambos de los extremos
3’ y 5 de una o ambas cadenas de la secuencia de ANic. Ademas, el enlace o enlaces internucleotidicos 2'-5’
pueden estar presentes en diversas otras posiciones dentro de una o ambas cadenas de la secuencia de ANic, por
ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas incluyendo cada enlace internucleotidico de un
nucle6tido de pirimidina en una o ambas cadenas de la molécula de ANic puede comprender un enlace
internucleotidico 2’-5’, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas incluyendo cada enlace internucleotidico
de un nucleétido de purina en una o ambas cadenas de la molécula de ANic puede comprender un enlace
internucleotidico 2'-5’.

En una realizacion, una molécula de ANic de la divulgacion comprende uno o mas (por ejemplo, aproximadamente
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 0o mas) nucledtidos de acido nucleico bloqueado (ANB), por ejemplo, en el extremo 5', el
extremo 3’, ambos de los extremos 5'y 3, o cualquier combinacion de los mismos, de la molécula de ANic.

En otra realizacién, una molécula de ANic de la divulgacion comprende uno o mas (por ejemplo, aproximadamente
1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 o mas) nucleétidos aciclicos, por ejemplo, en el extremo 5’, el extremo 3’, ambos de los
extremos 5'y 3', o cualquier combinacion de los mismos, de la molécula de ANic.

En una realizacion, la invencidn presenta una molécula de acido nucleico interferente corto modificado
quimicamente (ANic) de la invencion, en la que cualquiera (por ejemplo, uno o mas o todos) de los nucleétidos de
pirimidina presentes en cualquier o ambas de la region sentido o antisentido son 2'-desoxi-2'-fluoro nucleétidos de
pirimidina, y en la que cualquiera (por ejemplo, uno o mas o todos) de los nucleotidos de purina presentes en
cualquiera o ambas de la regiéon sentido o la antisentido son 2'-desoxi nucleétidos de purina. Opcionalmente,
cualesquiera nucleétidos que comprenden un saliente nucleotidico 3'-terminal que estén presentes en dicha regién
sentido o antisentido son 2'-desoxi nucleétidos.

En una realizacion, la divulgacion presenta una molécula de acido nucleico interferente corto modificado
quimicamente (ANic) en la que cualquiera (por ejemplo, uno o mas o todos) de los nuclettidos de pirimidina
presentes en cualquier o ambas de la region sentido o antisentido son 2'-desoxi-2'-fluoro nucleotidos de pirimidina, y
en la que cualquiera (por ejemplo, uno o mas o todos) de los nucleotidos de purina presentes en cualquier o ambas
de la regién sentido o antisentido son 2'-O-metil nucleétidos de purina. Opcionalmente, cualesquier nucleétidos que
comprenden un saliente nucleotidico 3'-terminal que estan presentes en dicha region sentido o antisentido son 2'-
desoxi nucleétidos.

En una realizacién, la invencion presenta una molécula de ARN bicatenaria sintetizada quimicamente que dirige la
escision de un ARN de MAPT, mediante interferencia por ARN, en la que cada cadena de dicha molécula de ARN
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tiene de aproximadamente 21 a aproximadamente 23 nucle6tidos de longitud; una cadena de la molécula de ARN
comprende una secuencia de nucleotidos que tiene suficiente complementariedad con el ARN diana para que la
molécula de ARN dirija la escision del ARN diana mediante interferencia por ARN; y en la que al menos una cadena
de la molécula de ARN comprende uno o mas nucleétidos modificados quimicamente descritos en el presente
documento, tales como desoxinucleétidos, 2'-O-etil nucleétidos, 2'-desoxi-2'-fluoro nucleétidos, 2'-O-metoxietil
nucleoétidos, etc.

En una realizacién, la invencién presenta un medicamento que comprende una molécula de ARNip de la invencién.

En una realizacidn, la invencion presenta un ingrediente activo que comprende una molécula de ARNip de la
invencion.

En una realizacion, la invencion presenta el uso de una molécula de acido nucleico interferente corto bicatenario
(ANic) para regular negativamente la expresion de un gen de MAPT, en el que la molécula de ANic comprende una
o mas modificaciones quimicas y cada cadena del ANic bicatenario tiene de aproximadamente 18 a
aproximadamente 28 o mas (por ejemplo, aproximadamente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 o0 28 0 mas)
nucleétidos de largo.

En una realizacién, la invencidén presenta una molécula de acido nucleico interferente corto bicatenario (ANic) que
inhibe la expresién de un gen de MAPT, en la que una de las cadenas de la molécula de ANic bicatenaria es una
cadena antisentido que comprende una secuencia de nucleétidos que es complementaria a la secuencia de
nucle6tidos de ARN diana o una parte de la misma, la otra cadena es una cadena sentido que comprende una
secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia de nucleétidos de la cadena antisentido y en la
que una mayoria de los nucleétidos de pirimidina presentes en la molécula de ANic bicatenaria comprende una
modificacién de azucar. Preferentemente el ARN diana o parte del mismo codifica una proteina o parte de la misma.
Opcionalmente, el extremo 5’ de la cadena antisentido incluye un grupo fosfato. La secuencia de nucle6tidos o una
parte de la misma de la cadena antisentido puede ser complementaria a una secuencia de nucleétidos de la region
no traducida o una parte de la misma del ARN diana.

En una realizacién, cada cadena de la molécula de ANic comprende de aproximadamente 18 a aproximadamente 29
0 mas (por ejemplo, aproximadamente 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29 o mas) nucleoétidos, en la que
cada cadena comprende al menos aproximadamente 18 nucleétidos que son complementarios a los nucleétidos de
la otra cadena. En una realizacion, la molécula de ANic se ensambla a partir de dos fragmentos de oligonucleétido,
en los que un fragmento comprende la secuencia de nucleétidos de la cadena antisentido de la molécula de ANic y
un segundo fragmento comprende la secuencia de nucleétidos de la region sentido de la molécula de ANic. En una
realizacién, la cadena sentido esta conectada a la cadena antisentido mediante una molécula enlazadora, tal como
un enlazador de polinucleotidico o un enlazador no nucleotidico. En una realizacién adicional, los nucleétidos de
pirimidina presentes en la cadena sentido son 2'-desoxi-2'fluoro nucleétidos de pirimidina y los nucleétidos de purina
presentes en la regién sentido son 2'-desoxi nucleétidos de purina. En otra realizacion, los nucleétidos de pirimidina
presentes en la cadena sentido son 2'-desoxi-2'fluoro nucleétidos de pirimidina y los nucleétidos de purina presentes
en la region sentido son 2'-O-etil nucledtidos de purina. En ofra realizacion mas, los nucleétidos de pirimidina
presentes en la cadena antisentido son 2'-desoxi-2'-fluoro nucleotidos de pirimidina y cualesquiera nucleétidos de
purina presentes en la cadena antisentido son 2'-desoxi nucleétidos de purina. En otra realizacion, la cadena
antisentido comprende uno o mas 2'-desoxi-2'-fluoro nucleétidos de pirimidina y uno o mas 2'-O-metil nucleétidos de
purina. En otra realizacion, los nucleétidos de pirimidina presentes en la cadena antisentido son 2'-desoxi-2'-fluoro
nucleétidos de pirimidina y cualesquiera nucleétidos de purina presentes en la cadena antisentido son 2'-O-metil
nucleétidos de purina. En una realizacién adicional, la cadena sentido comprende un extremo 3'y un extremo 5', en
los que una fracciébn casquete terminal (por ejemplo, una fraccion desoxibasica invertida o fraccion
desoxinucleotidica invertida tal como timidina invertida) esta presente en el extremo 5’, el extremo 3’, o ambos de los
extremos 5 y 3 de la cadena sentido. En otra realizacion, la cadena antisentido comprende un enlace
internucleotidico fosforotioato en el extremo 3’ de la cadena antisentido. En otra realizacion, la cadena antisentido
comprende una modificacion de glicerilo en el extremo 3. En otra realizacion, el extremo 5’ de la cadena antisentido
opcionalmente incluye un grupo fosfato.

En cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente de una molécula de acido nucleico interferente corto
bicatenario (ANic) que inhibe la expresién de un gen de MAPT, en la que una mayoria de los nucleétidos de
pirimidina presentes en la molécula de ANic bicatenaria comprenden una modificacion de azucar, cada una de las
dos cadenas de la molécula de ANic puede comprender aproximadamente 21 nucleétidos. En una realizacién,
aproximadamente 21 nucleétidos de cada cadena de la molécula de ANic estan emparejados por bases a los
nucleoétidos complementarios de la otra cadena de la molécula de ANic. En otra realizacion, aproximadamente 19
nucle6tidos de cada cadena de la molécula de ANic estdn emparejados por bases a los nucleétidos
complementarios de la otra cadena de la molécula de ANic, en la que al menos dos nucleétidos 3' terminales de
cada cadena de la molécula de ANic no estan emparejados por bases a los nucleétidos de la otra cadena de la
molécula de ANic. En otra realizacién, cada uno de los dos nucleétidos 3' terminales de cada fragmento de la
molécula de ANic es una 2'-desoxi-pirimidina, tal como 2'-desoxi-timidina. En una realizacion, cada cadena de la
molécula de ANic esta emparejada por bases a los nucleétidos complementarios de la otra cadena de la molécula de
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ANic. En una realizacién, aproximadamente 19 nucle6tidos de la cadena antisentido estan emparejados por bases a
la secuencia de nucleétidos del ARN diana o una parte de la misma. En una realizaciéon, aproximadamente 21
nucleétidos de la cadena antisentido estan emparejados por bases a la secuencia de nucleétidos del ARN diana o
una parte de la misma.

En una realizacion, la invencion presenta una composicion que comprende una molécula de ARNip de la invencion
en un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En un ejemplo no limitante, la introduccion de nucleétidos modificados quimicamente en moléculas de acido nucleico
proporciona una potente herramienta para superar potenciales limitaciones de estabilidad y biodisponibilidad in vivo
inherentes a molécula de ARN nativas que se administran por via exégena. Por ejemplo, el uso de moléculas de
acido nucleico modificadas quimicamente puede permitir una dosis mas baja de una molécula de acido nucleico
particular para un efecto terapéutico dado, puesto que las moléculas de acido nucleico modificadas quimicamente
tienden a tener una semi-vida mas larga en suero. Ademas, ciertas modificaciones quimicas pueden mejorar la
biodisponibilidad de moléculas de acido nucleico dirigiéendose a células o tejidos particulares y/o mejorando la
captacioén celular de la molécula de acido nucleico. Por lo tanto, incluso si la actividad de una molécula de acido
nucleico modificada quimicamente se reduce en comparacion con una molécula de acido nucleico nativa, por
ejemplo, cuando se compara con una molécula de acido nucleico toda de ARN, la actividad global de la molécula de
acido nucleico modificada puede ser mayor que la de la molécula nativa debido a estabilidad mejorada y/o
administracion de la molécula. A diferencia de ANic sin modificar nativo, el ANic modificado quimicamente también
puede minimizar la posibilidad de activar la actividad de interferén en seres humanos.

En cualquiera de las realizaciones de moléculas de ANic descritas en el presente documento, la region antisentido
de una molécula de ANic de la invencion puede comprender un enlace internucleotidico fosforotioato en el extremo
3’ de dicha region antisentido. En cualquiera de las realizaciones de moléculas de ANic descritas en el presente
documento, la regiéon antisentido puede comprender de aproximadamente uno a aproximadamente cinco enlaces
internucleotidicos fosforotioato en el extremo 5’ de dicha region antisentido. En cualquiera de las realizaciones de
moléculas de ANic descritas en el presente documento, los salientes nucleotidicos 3'-terminales de una molécula de
ANic de la invencién pueden comprender ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos que estdn quimicamente
modificados en un azlcar, base, o cadena principal de acido nucleico. En cualquiera de las realizaciones de
moléculas de ANic descritas en el presente documento, los salientes nucleotidicos 3'-terminales pueden comprender
uno o mas ribonucleoétidos de base universal. En cualquiera de las realizaciones de moléculas de ANic descritas en
el presente documento, los salientes nucleotidicos 3'-terminales pueden comprender uno o mas nucleétidos
aciclicos.

En otras realizaciones, las moléculas de ANic tienen extremos romos.

La invencion abarca moléculas de ARNip que tienen 40 nucleétidos o menos y comprenden una secuencia de
nucleétidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 1-160 de la figura 8. En una realizacion especifica, el ANic tiene 21-30
nucleoétidos de largo y comprende una cualquiera de las SEQ ID NO: 161-318 de la figura 8.

En una realizacion, la divulgacion presenta un método de modulacién de la expresion de un gen diana,
preferentemente un gen expresado en el SNC, mas preferentemente un gen de MAPT en un sujeto u organismo que
comprende: (a) sintetizar una molécula de ANic de la invencion, que puede estar quimicamente modificada, en la
que una de las cadenas de ANic comprende una secuencia complementaria al ARN del gen diana; y (b) introducir la
molécula de ANic en el sujeto u organismo en condiciones adecuadas para modular la expresion del gen diana en el
sujeto u organismo. El nivel de proteina o ARN diana puede determinarse usando diversos métodos bien conocidos
en la técnica.

En otra realizacion, la invencion presenta un método de modulacion de la expresién de mas de un gen diana,
preferentemente genes expresados en el SNC, que mas preferentemente incluyen al menos un gen de MAPT en un
sujeto u organismo que comprende: (a) sintetizar moléculas de ANic de la invencion, que pueden estar
guimicamente modificadas, en las que una de las cadenas de ANic comprende una secuencia complementaria al
ARN de los genes diana; y (b) introducir las moléculas de ANic en el sujeto u organismo en condiciones adecuadas
para modular la expresidén de los genes diana en el sujeto u organismo. El nivel de proteina o ARN diana puede
determinarse tal como se conoce en la técnica.

En una realizacion, la invencion presenta un método para modular la expresion de un gen de MAPT dentro de una
célula que comprende: (a) sintetizar una molécula de ANic de la invencién, que puede estar modificada
quimicamente, en la que el ANic comprende una secuencia monocatenaria que tiene complementariedad al ARN del
gen diana; y (b) introducir la molécula de ANic en una célula en condiciones adecuadas para modular la expresion
del gen diana en la célula. En otra realizacion, la invencién presenta un método para modular la expresion de mas
de un gen diana, preferentemente genes expresados en el SNC, que mas preferentemente incluye al menos un gen
de MAPT dentro de una célula que comprende: (a) sintetizar moléculas de ANic de la invencién, que pueden estar
modificadas quimicamente, en la que el ANic comprende una secuencia monocatenaria que tiene
complementariedad al ARN del gen diana; y (b) poner en contacto la célula in vitro o in vivo con la molécula de ANic
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en condiciones adecuadas para modular la expresion de los genes diana en la célula.
Ensayos in vitro de duplex de ARNip.

Para comprobar la especificidad de la interferencia por ARNip, pueden llevarse a cabo ensayos preliminares en
cultivos celulares que expresan genes diana.

Basicamente, las células se incuban con los duplex de ARNip correspondientes, seguidos por el analisis de los
niveles de expresion génica. Para enlazar ARNip de expresion reducida a fenotipos especificos en células
cultivadas, es necesario demostrar la disminucién de la proteina diana o al menos demostrar la reduccién del ARNm
diana. Los niveles de ARNm del gen diana pueden cuantificarse mediante PCR en tiempo real (RT-PCR). Ademas,
los niveles de proteina pueden determinarse de diversas maneras bien conocidas en la técnica, tales como analisis
por transferencia de Western con antibiéticos especificos para las diferentes dianas permiten monitorizacién directa
de la reduccion de la proteina diana.

Se introducen ARNip en células por medio de cualquier técnica de transfeccion bien conocida en la técnica. Una
unica transfeccion de duplex de ARNip puede realizarse, por ejemplo, usando un lipido catidnico, tal como el
reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen), seguido por un ensayo de eficiencia de silenciacién 24, 48 y 72 horas
después de la transfeccion.

La eficiencia de la transfeccion puede depender del tipo de célula, pero también del nimero de pase y la confluencia
de las células. El tiempo y la manera de formacién de complejos ARNip-liposoma (por ejemplo inversién frente a
agitacion en voértice) también son criticos. Bajas eficiencias de transfeccion son la causa mas frecuente de
silenciacion sin éxito. Una buena transfeccion no es un asunto trivial y es necesario examinarla cuidadosamente
para cada nueva linea celular a usar. La eficiencia de transfeccion puede ensayarse transfectando genes
informadores, por ejemplo un plasmido de expresion de EGFP impulsado por CMV (por ejemplo de Clontech) o un
plasmido de expresion de B-Gal, y a continuacion evaluarse mediante contraste de fases y/o microscopia de
fluorescencia al dia siguiente.

Dependiendo de la abundancia y el periodo de vida (o renovacién) de la proteina diana, un fenotipo de expresion
reducida puede volverse evidente después de 1 a 3 dias, o incluso después. En casos en los que no se observa
ningun fenotipo, el agotamiento de la proteina puede observarse mediante inmunofluorescencia o transferencia de
Western.

Formulaciones farmacéuticas y vias de administracion.

La presente invencién puede comprender la administracibn de una o méas especies de molécula de ANic
simultaneamente. Estas especies pueden seleccionarse para dirigirse a uno o mas genes diana.

En una realizacién, un unico tipo de ARNip se administra por via intranasal en los métodos terapéuticos de la
invencion. En otra realizacién, un ARNip de la invencién se administra en combinacion con otro ARNip de la
invencion y/o con uno o mas otros agentes terapéuticos no ANic utiles en el tratamiento, prevencién o atencion de
una afeccion patoldgica del SNC. La expresion “en combinacion con” no esta limitada a la administracion de agentes
terapéuticos exactamente en el mismo momento, sino que, en su lugar, significa que el ANic de la invencién y el otro
agente se administran a un paciente en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo, de modo que el beneficio
de la combinacién es mayor que el beneficio si estos se administraran de otro modo. Por ejemplo, cada agente
terapéutico puede administrarse al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden en puntos en el tiempo
diferentes; sin embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben administrarse suficientemente cerca en el
tiempo para proporcionar el efecto terapéutico deseado.

Cada agente terapéutico puede administrarse por separado, en cualquier forma apropiada y mediante cualquier via
adecuada.

Los ANic de la invencion pueden formularse en composiciones farmacéuticas mediante cualquiera de las técnicas
convencionales conocidas en la técnica (véase por ejemplo, Alfonso, G. et al., 1995, en: The Science and Practice of
Pharmacy, Mack Publishing, Easton PA, 192 ed.). Formulaciones que comprenden uno o mas ANic para uso en los
métodos de la invencion pueden estar en numerosas formas, y pueden depender de los diversos factores
especificos para cada paciente (por ejemplo, el tipo y la gravedad de trastorno, el tipo de ANic administrado, la edad,
el peso corporal, la respuesta y los antecedentes médicos pasados del paciente), el niumero y el tipo de ANic en la
formulacion, la forma de la composicion (por ejemplo, en forma liquida, semiliquida o soélida) y/o el régimen
terapéutico (por ejemplo si el agente terapéutico se administra a lo largo del tiempo como una infusion lenta, una
Unica embolada, una vez al dia, varias veces al dia o una vez cada pocos dias).

Las moléculas de ANic de la invenciéon y formulaciones o composiciones de las mismas pueden administrarse

directamente o por via topica tal como se conoce en general en la técnica. Por ejemplo, una molécula de ANic puede
comprender un vehiculo de administracion, que incluye liposomas, para administracién a un sujeto. Portadores y
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diluyentes y sus sales pueden estar presentes en formulaciones farmacéuticamente aceptables. Las moléculas de
acido nucleico pueden administrarse a células mediante diversos métodos conocidos por los expertos en la materia,
incluyendo, aunque sin restringirse a, encapsulacién en liposomas, mediante iontoforesis, 0 mediante incorporacién
en otros vehiculos, tales como polimeros biodegradables, hidrogeles, ciclodextrinas acido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA) y microesferas de PLCA, nanocapsulas biodegradables, y microesferas bioadhesivas, o mediante vectores
proteinaceos. En otra realizacion, la moléculas de acido nucleico de la invencion también puede formularse o
complejarse con polietilenimina y sus derivados, tales como derivados de polietilenimina-polietilenglicol-N-
acetilgalactosamina (PEI-PEG-GAL) o polietilenimina-polietilenglicol-tri-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-triGAL).

Una molécula de ANic de la invencion puede complejarse con agentes que destruyen la membrana y/o un lipido
catidnico o molécula lipidica ayudante.

Los sistemas de administracién que pueden usarse con la invencion incluyen, por ejemplo, genes acuosos y no
acuosos, cremas, emulsiones multiples, microemulsiones, liposomas, pomadas, soluciones acuosas y no acuosas,
lociones, aerosoles, bases y polvos de hidrocarburo, y pueden contener excipientes tales como solubilizantes,
potenciadores de la penetracion (por ejemplo, acidos grasos, ésteres de acido graso, alcoholes grasos y
aminoacidos), y polimeros hidréfilos (por ejemplo, policarbofilo y polivinilpirrolidona). En una realizacién, el portador
farmacéuticamente aceptable es un liposoma o un potenciador transdérmico.

Una formulacién farmacéutica de la invencion estd en una forma adecuada para administracion, por ejemplo,
administracion sistémica o local, a una célula o sujeto, que incluye por ejemplo un ser humano. Formas adecuadas
dependen, en parte, del uso o la via de entrada, por ejemplo oral, transdérmica, o por inyeccion. Otros factores son
conocidos en la técnica, e incluyen consideraciones tales como toxicidad y formas que impiden que la composicion o
formulacion ejerza su efecto.

La presente invencion también incluye composiciones preparadas para almacenamiento o administracion que
incluyen una cantidad farmacéuticamente eficaz de los compuestos deseados en un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Portadores o diluyentes aceptables para uso terapéutico son bien conocidos en la
técnica farmacéutica. Por ejemplo, pueden proporcionarse conservantes, estabilizantes, colorantes y agentes
aromatizantes. Estos incluyen benzoato sédico, acido sérbico y ésteres de acido p-hidroxibenzoico. Ademas, pueden
usarse antioxidantes y agentes de suspension.

Una dosis farmacéuticamente eficaz es esa dosis requerida para prevenir, inhibir la aparicion o tratar (aliviar un
sintoma en cierta medida, preferentemente todos los sintomas) de una patologia. La dosis farmacéuticamente eficaz
depende del tipo de enfermedad, la composiciéon usada, la via de administracion, el tipo de mamifero que esta
siendo tratado, las caracteristicas fisicas del mamifero especifico en consideracion, medicamentos concurrentes, y
otros factores que reconoceran los expertos en la materia médica.

Las formulaciones de la invencion pueden administrarse en formulaciones de dosis unitaria que contienen
portadores, adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables no toxicos convencionales. Las formulaciones
para uso oral también pueden presentarse como capsulas de gelatina dura en las que el ingrediente activo se
mezcla con un diluyente solido inerte, por ejemplo, carbonato calcico, fosfato calcico o caolin, o como capsulas de
gelatina blanda en las que el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio oleoso, por ejemplo aceite de
cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en una mezcla con excipientes adecuados para la
fabricacion de suspensiones acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspension, por ejemplo
carboximetilcelulosa soédica, metilcelulosa, hidropropil-metilcelulosa, alginato sédico, polivinilpirrolidona, goma
tragacanto y goma arabiga; agentes dispersantes o humectantes puede ser un fosfatido de origen natural, por
ejemplo, lecitina, o productos de condensacion de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo estearato de
polioxietileno, o productos de condensacion de 6xido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena larga, por ejemplo
heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacién de éxido de etileno con ésteres parciales derivados de
acidos grasos y un hexitol, tales como monooleato de polioxietilensorbitol, o productos de condensacion de éxido de
etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo monooleato de
polietilensorbitan. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes, por ejemplo p-
hidroxibenzoato de etilo, o n-propilo, uno o mas agentes colorantes, uno o mas agentes aromatizantes, y uno o mas
agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

Las suspensiones oleosas se pueden formular suspendiendo los ingredientes activos en un aceite vegetal, por
ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral tal como
parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abejas,
parafina dura o alcohol cetilico. Estas composiciones se pueden conservar mediante la adicion de un antioxidante,
tal como acido ascoérbico.

Los polvos y granulos dispersables adecuados para la preparacién de una suspension acuosa mediante la adicion
de agua proporcionan el ingrediente activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, agente de
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suspension y uno o mas conservantes. Los agentes dispersantes o humectantes o agentes de suspension se
ejemplifican mediante los ya mencionados anteriormente. Excipientes adicionales, por ejemplo edulcorantes,
aromatizantes y agentes colorantes, también pueden estar presentes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion también pueden estar en forma de emulsiones de aceite en agua.
La fase oleosa puede ser un aceite vegetal o un aceite mineral o0 mezclas de estos. Los agentes emulsionantes
adecuados pueden ser gomas de origen natural, por ejemplo goma arabiga o goma tragacanto, fosfatidos de origen
natural, por ejemplo soja, lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y hexitol, anhidridos, por
ejemplo monooleato de sorbitan, y productos de condensacion de dichos ésteres parciales con éxido de etileno, por
ejemplo monooleato de polioxietilensorbitan. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y
aromatizantes.

Esta suspension se puede formular segun la técnica conocida usando aquellos agentes dispersantes o humectantes
y agentes de suspension adecuados que se han mencionado anteriormente.

Una preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion o suspension inyectable estéril en un diluyente o
disolvente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los
vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua, solucion de Ringer y solucion isoténica de
cloruro sédico. Ademas, los aceites no volatiles estériles se emplean convencionalmente como medio disolvente o
de suspensién. Para este fin, cualquier aceite no volatil suave puede ser empleado incluyendo mono- o diglicéridos
sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como acido oleico encuentran uso en la preparacion de inyectables.

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion también pueden administrarse a un sujeto en combinacion
con otros compuestos terapéuticos para incrementar el efecto terapéutico global. El uso de multiples compuestos
para tratar una indicacién puede incrementar los efectos beneficiosos al tiempo que reduce la presencia de efectos
secundarios.

Como alternativa, ciertas moléculas de ANic de la invencion pueden expresarse dentro de células de promotores
eucariotas. Vectores recombinantes capaces de expresar las moléculas de ANic pueden administrarse y persistir en
células diana. Como alternativa, pueden usarse vectores que permiten la expresién transitoria de moléculas de acido
nucleico. Dichos vectores pueden administrarse repetidamente segin sea necesario. Una vez expresada, la
molécula de ANic interactia con el ARNm diana y genera una respuesta de iARN. La administracion de vectores que
expresan la molécula de ANic puede ser sistémica, tal como mediante administracion intravenosa o intramuscular,
mediante administracion a células diana explantadas a partir de un sujeto seguido por la reintroduccion en el sujeto,
o mediante cualesquiera otros medios que permitirian la introduccion en la célula diana deseada.

Administracion intranasal de ANic.

Se llevaron a cabo estudios de administracion intranasal de ANic en ratones GFP C57BL/6-TG (ACTB-EGFP). Esta
linea de raton transgénica se adquirié del “The Jackson Laboratory”. Se han usado ratones transgénicos debido a
que ratones homocigoéticos para este transgén mueren dentro de las primeras dos semanas después del nacimiento.
La linea de ratdn transgénica con un ADNc de GFP (EGFP) “mejorado” bajo el control de un promotor de beta-actina
de pollo y un potenciador de citomegalovirus hace que todos los tejidos, con la excepcion de eritrocitos y cabello,
aparezcan verdes con luz de excitacion. Esta estirpe se generd en ratones C57BL/6. EI ADNc de la estirpe que
codifica proteina verde fluorescente potenciada (EGFP) se adjunté al promotor de beta actina de pollo y potenciador
de citomegalovirus. Una sefial de poliadenilacién de globina bovina también se incluy6 en la construccién. Los sitios
de EcoRlI incluidos en los cebadores de PCR se usaron para introducir ADNc de EGFP amplificado en un vector de
expresion pCAGGS que contiene el promotor de beta actina de pollo y un potenciador de citomegalovirus, intrén de
beta-actina y senal de poliadenilacion de globina bovina. Todo el inserto con el promotor y la secuencia codificante
se escindié con Bam-HI y Sall y se purificé con gel.

El ARNip usado para regular negativamente la expresion de ARNm de EGFP se dirigia a la siguiente secuencia en
ARNm de EGFP (SEQ ID 319): 5-GGC UAC GUC CAG GAG CGC ACC-3'. La cadena sentido del duplex de ARNip
era 5-P GGC UAC GUC CAG CGC ACC-3'y la cadena antisentido era 5'-P U GCG CUC CUG GAC GUA GCC UU-
3' (SEQ ID 320). El duplex de ARNip usado en los experimentos descritos a continuacién tenia dos salientes en 3' de
nucleétidos de 2 timidina.

Protocolo del experimento

Para los experimentos de administraciéon intranasal, se usaron ratones macho C57BL/6-TG (ACTB-EGFP) (8
semanas de edad). Se compararon ratones instilados por via intranasal con ARNip diluido en NaCl al 0,9 % con
ratones de control instilados con el vehiculo (NaCl al 0,9 %). Los animales se anestesiaron con isofluorano y 20 pul de
cada solucion se introdujeron gota a gota en cada narina.

Diferentes dosis de ARNip frente a ARNm de EGFP (-/+ lipido de transfeccién) se administraron por via intranasal en
un volumen final de 20 ul. Los animales de control se trataron con el vehiculo solo. En todos los casos, los animales
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fueron sacrificados durante un intervalo de dias después de la administracion del farmaco para encontrar el
momento éptimo para la interferencia.

Para el andlisis tisular, los ratones se sacrificaron con COz y los cerebros se diseccionaron rapidamente en una
placa enfriada con hielo. Una mitad se proces6 para transferencia de Western, mientras que la otra mitad se procesé
para inmunohistoquimica.

Los tejidos de muestra se recogieron de diferentes zonas cerebrales y se analizaron mediante transferencia de
Western y PCR en tiempo real. La expresion de GFP en las diferentes condiciones de tratamiento se midié con la
ayuda de un programa Adobe Photoshop. Los niveles de inhibicion se obtuvieron después de la normalizaciéon con
respecto al gen de beta-actina, que se expresa de forma constitutiva en los diferentes tejidos.

Las condiciones experimentales se distribuyeron tal como se describe en la tabla 1 (las condiciones se analizaron
por duplicado o ftriplicado). Los ratones tratados por via intranasal con una dosis de 530 pg (40 nanomoles) del
ARNip desnudo para GFP se nombraron como ratones 1, 2 y 3 y se sacrificaron a los 3 y 5 dias después de la
inoculacion de ARNip. Otro grupo experimental (numerado como 4, 5, 6, 7, 8 y 9) consistia en animales tratados con
dos dosis de 265 pg (20 nanomoles) de ARNip estabilizado y se sacrificaron a los 3, 5y 8 dias (tabla 1).

Las muestras de tejido se recogieron mediante dos métodos: uno en medio de lisis con tampo6n de proteinas y el otro
en ARNIater (Ambion). Seguidamente, pequefios trozos de tejido se incluyeron en compuesto OCT para analizar la
sefial de inmunofluorescencia de la proteina GFP en el tejido. Todas las muestras se almacenaron a -80 °C hasta el
procesamiento de datos.

Tabla 1: distribucion esquematica de condiciones experimentales para administracion intranasal de ARNip. Las dosis
de ARNip se indican en la tabla.

Numero de raton Tratamiento terapéutico intranasal

CLCILCll Dosis de control de vehiculo

1.2,3 Dosis tnica de 530 ug de ARNip

45 Dosis unica de 265 pg de ARNip sacrificado a los 3 dias
6,7 Dosis unica de 265 pg de ARNip sacrificado a los 5 dias
8,9 Dosis unica de 265 png de ARNip sacrificado a los 8 dias

Se prepararon extractos para analisis por transferencia de Western homogenizando las zonas del cerebro en
tampon de extraccion enfriado con hielo que consistia en HEPES 20 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, NaF 20 mM, Triton
X-100 al 1 %, ortovanadato so6dico 1 mM, EDTA 5 mM, acido okadaico 1 uM e inhibidores de proteasa (PMSF 2 mM,
10 pg/ml de aprotinina, 10 pg/ml de leupeptina, y 10 ug/ml de pepstatina). Las muestras se homogeneizaron y
centrifugaron a 15.000 x g durante 20 min a 4 °C. La proteina contenida en el sobrenadante fue determinada por
Bradford. Treinta microgramos de proteina total se separaron mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico
al 10%-poliacrilamida y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. El anticuerpo primario usado para detectar el
transgén fue anticuerpo para EGFP (1/1000) (Sigma) y anti-B-actina (1/2500) (Sigma). Las membranas se incubaron
con los anticuerpos a 4 °C durante una noche en leche deshidratada desnatada al 5 %. Un anticuerpo secundario de
cabra anti-ratébn (1/1000; Invitrogen, San Diego, CA) y reactivos de deteccion de ECL (Amersham Biosciences,
Arlington Heights, IL) se usaron para inmunodeteccion. Los niveles de proteina se cuantificaron mediante
densitometria y los valores de GFP se normalizaron con respecto a actina para corregir cualquier desviacion en
cantidades cargadas de proteina.

Los cerebros para inmunohistoquimica se fijaron en paraformaldehido al 4 % en tampdn de Sorensen durante una
noche y se crioprotegieron en solucion de sacarosa al 30 %. Los cerebros se cortaron en secciones sagitales de
treinta micrometros en un microtomo de congelacion (Leica, Nussloch, Alemania) y se recogieron en una solucion
crioprotectora que consistia en etilenglicol al 30 %, tampdn de glicerol y fosfato al 26 %, pH 7,2. A continuacion, se
analizaron secciones de cerebro mediante microscopia por fluorescencia.

Tejidos aislados en ARNIater se almacenaron a -80 °C. El ARNIater se retir6 antes de la extraccion del ARN, debido
a su densidad. El ARN se aisla con el reactivo Trizol (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
realiza tratamiento con ADNasa antes de la medicion de la expresion de GFP mediante PCR cuantitativa.

La aplicacién de ARNip se realiza a fin de determinar si tiene lugar la administracion de ARNip al cerebro. Dado que
el objetivo es determinar la regulacion negativa del transcrito del gen de GFP, los niveles de fluorescencia se
midieron después de la aplicacion de ARNip. No se observaron efectos secundarios en los animales a lo largo de los
protocolos del experimento.
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Resultados
Modelo de administracion in vivo al sistema nervioso central
Ejemplo 1.

La aplicacion de ARNip se realizé a fin de determinar la administracion intranasal de ARNip apropiada en el sistema
nervioso central (SNC). Ratones tratados con 20 pl de NaCl (0,9 %) (control), o con 20 ul de ARNip a una
concentracion de 1 nmol/ul (ratén 1), 2 nmol/ul (ratén 2), o 2 nmol/ul + lipido de transfecciéon TransIT-TKO (raton 3),
se sacrificaron 48 h después del tratamiento. No se observaron efectos secundarios en los animales durante los
protocolos del experimento.

Muestras de diferentes regiones del SNC (corteza, hipocampo, estirado o bulbo), asi como de diferentes tejidos
(traquea, pulmén, epitelio nasal, esofago) se extrajeron, y se analizaron adicionalmente mediante transferencia de
Western con anticuerpos que reconocen especificamente GFP y la inmunofluorescencia, tal como se ha descrito
anteriormente. Como control de carga, se usaron anticuerpos frente a beta-activa.

Los resultados de los niveles de inhibicién de la expresién de GFP en diferentes regiones del SNC, después de la
normalizacion con respecto a beta-actina, se presentan en la figura 1. Tal como puede observarse, el efecto
inhibidor mas elevado se obtuvo con la dosis de 2 nmol/ul, sin lipido de transfeccion. Ademas, se observé inhibicion
en diversos tejidos del SNC, incluyendo la corteza, hipocampo, cuerpo estriado y bulbo. Este resultado también se
confirmé mediante PCR en tiempo real.

Ejemplo 2

Diferentes concentraciones y temporizacién de administracion intranasal de ARNip se usaron en modelos en ratén
de GFP. Los ratones tratados con 20 ul de NaCl (0,9 %) (control), o con 20 ul de ARNip a una concentracién de 40
nmol o 20 nmol, se sacrificaron a los 3, 5 y 8 dias después del tratamiento. No se observaron efectos secundarios en
los animales durante los protocolos del experimento.

Muestras de diferentes regiones del SNC (corteza, hipocampo, cuerpo estriado, cerebelo, tronco del encéfalo o
bulbo) se extrajeron, y se analizaron adicionalmente por medio de transferencia de Western e inmunofluorescencia
con anticuerpos que reconocen especificamente GFP. Como control de carga, se usaron anticuerpos frente a beta-
activa.

Los resultados de los niveles de inhibicién de la expresién de GFP en diferentes regiones del SNC, después de la
normalizacion respecto a beta-actina, se presentan en la figura 2. Tal como puede observarse, el efecto inhibidor
dependia de la zona cerebral. La silenciacion maxima de GFP se observé en la corteza, el hipocampo, el cuerpo
estriado y el bulbo. Los resultados de los experimentos de transferencia de Western se confirmaron mediante PCR
cuantitativa (figura 3). En la figura 3, la regulacion negativa de los niveles de ARNm de GFP se analiz6 en la corteza
y el cuerpo estriado y se observo una clara reduccion de estos niveles en condiciones de raton 8 y 9.

Ejemplo 3. Ensayo de duplex de ARNip de MAPT in vitro.

Para comprobar la especificidad del ARNip, se analiz6 la interferencia de MAPT (proteina tau asociada a los
microtubulos) en cultivos de células que expresan MAPT. Las células usadas para estos experimentos fueron
células MDA-MB-435 humanas. Los niveles de ARNm de MAPT se analizaron después de incubacién con los duplex
de ARNip correspondientes. Para unir ARNip con expresion reducida a fenotipos especificos en células cultivadas,
es necesario demostrar la disminucion de la proteina diana o al menos demostrar la reduccion del ARNm diana.

Transfeccion de duplex de ARNip en cultivos celulares

En la técnica son bien conocidos varios ejemplos de técnicas para transfeccion de ARNip. La transfeccion de duplex
de ARNip consiste en una unica transfeccion de duplex de ARNip usando un lipido cationico, tal como reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y realizando una lectura para silenciacion 24, 48 y 72 horas después de la
transfeccion.

Un protocolo de transfeccion tipico puede realizarse de la siguiente manera: para un pocillo de una placa de 6
pocillos, se transfectan usando 100 nM para células MDA-MB-435 humanas como concentracién final de ARNip.
Siguiendo el protocolo del reactivo Lipofectamine 2000, el dia antes de la transfeccion, se siembran 2-4 x 10° células
por pocillo en 3 ml de un medio de cultivo apropiado, que contenia DMEM, suero al 10 %, antibiéticos y glutamina, y
se incuban las células en condiciones de cultivo normales (37 °C y 5 % de CO>). El dia de la transfeccion, las células
tienen que estar el 30-50 % de confluencia. Se diluyen 12,5 ul de duplex de ARNip 20 uM (correspondiente a una
concentracion final de 100 nM) o 25 pl de duplex de ARNip 20 uM (correspondiente a una concentracion final de 200
nM) en 250 ul de DMEM y se mezclan. Ademas, 6 ul de Lipofectamine 2000 se diluyen en 250 ul de DMEM y se
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mezclan. Después de 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente, el oligémero diluido (duplex de ARNip) y el
Lipofectamine diluido se combinan para permitir la formacién del complejo durante 20 minutos de incubacion a
temperatura ambiente. Seguidamente, se afiaden los complejos gota a gota sobre las células con 2 ml de medio de
cultivo fresco bajo en anticuerpos y se mezcla suavemente agitando la placa atras y adelante, para garantizar la
distribucion uniforme de los complejos de transfeccion. Se incuban las células en sus condiciones de cultivo
normales y el dia después, los complejos se retiran y se aflade medio de cultivo fresco y completo. Para monitorizar
la silenciacion de genes, las células re recogen a las 24, 48 y 72 h postransfeccion.

La eficiencia de la transfeccion puede depender del tipo de célula, pero también del numero de pase y la confluencia
de las células. El tiempo y la manera de formacion de complejos ARNip-liposoma (por ejemplo inversion frente a
agitacion en voértice) también son criticos. Bajas eficiencias de transfeccion son la causa mas frecuente de
silenciacion sin éxito. Una buena transfeccién no es un asunto trivial y es necesario examinarla cuidadosamente
para cada nueva linea celular a usar. La eficiencia de transfeccion puede ensayarse transfectando genes
informadores, por ejemplo un plasmido de expresion de EGFP impulsada por CMV (por ejemplo de Clontech) o un
plasmido de expresién de B-Gal, y a continuacién evaluarse mediante contraste de fases y/o microscopia de
fluorescencia al dia siguiente.

Dependiendo de la abundancia y el periodo de vida (o renovacion) de la proteina diana, un fenotipo de expresion
reducida puede volverse evidente después de 1 a 3 dias, o incluso después. En casos en los que no se observa
ningun fenotipo, el agotamiento de la proteina puede observarse mediante inmunofluorescencia o transferencia de
Western.

Después de las transfecciones, las fracciones de ARN total extraidas de células se pretrataron con ADNasa | y se
usaron para transcripcion inversa usando un cebador aleatorio. Se amplificaron por PCR con un par de cebadores
especifico que cubre al menos una unién exén-exon a fin de controlar la amplificacién de pre-ARNm. La RT/PCR de
un ARNm no diana también es necesaria como control. El agotamiento eficaz del ARNm aunque una reduccion
indetectable de la proteina diana puede indicar que un gran reservorio de proteina estable puede existir en la célula.
Como alternativa, puede usarse amplificacion por PCR en tiempo real para ensayar de manera mas precisa la
disminucion desaparicion del ARNm. La PCR cuantitativa monitoriza la fluorescencia emitida durante la reaccion
como indicador de la producciéon de amplicones durante cada ciclo de PCR. Esta sefial se incrementa en proporcién
directa a la cantidad de producto de PCR en una reaccion. Registrando la cantidad de emision de fluorescencia en
cada ciclo, es posible monitorizar la reaccién de PCR durante la fase exponencial donde el primer incremento
significativo en la cantidad de producto de PCR se correlaciona con la cantidad inicial de plantilla diana.

Para verificar el patrén de interferencia del gen MAPT expresado de forma diferencial en los cultivos celulares, se
realizé qRT-PCR de acuerdo con el protocolo del fabricante (Applied Biosystems). Las condiciones de reaccion se
establecieron para el Applied Biosystems 7300 y se realiz6 una reaccién de RT-PCR de una etapa. El volumen de
reaccion de 25 pl consiste en 2X SyBr green, transcriptasa inversa MultiscribeTM 6,25 U, inhibidor de ARNasa y 50
nM de cebadores directo e inverso mezclados con 100 ng del ARN plantilla. Se disefiaron cebadores especificos
para MAPT y se analizd6 18S como gen de mantenimiento. El cebador directo tenia la secuencia:
AAGAGCCGCCTGCAGACA (SEQ ID NO 321) mientras que el cebador inverso tenia la secuencia
GAGCCGATCTTGGACTTGACA (SEQ ID NO 322).

Se llevé a cabo transcripcion inversa con una etapa inicial de 30" a 48 °C. Los parametros de ciclado térmico fueron,
95 °C durante 10 min, 40 ciclos de 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 1 min. Las curvas de disociacion también se
analizaron para comprobar la especificidad de amplificacion. Los valores de ciclo umbral (Ct) de cada muestra se
compararon con la muestra de control a las 24 h para determinar el porcentaje de regulaciéon negativa de cada gen
después de la transfeccion de ARNip.

A fin de evaluar la especificidad del producto de PCR amplificado, se realizé un analisis de la curva de fusién. Las
curvas de fusion resultantes permiten la discriminacion entre cebador-dimeros y el producto de PCR especifico.

Ensayos in vitro para ARNip de MAPT.

Para determinar la inhibicion de MAPT diana usando tecnologia de iARN, la primera etapa fue realizar experimentos
en cultivos celulares de MDA-MB-435. Estos ensayos se realizaron en dos partes. En primer lugar, ARNip disefiados
contra las mutaciones de MAPT descritas en la figura 7 se transfectaron. Seguidamente, ARNip contra MAPT de tipo
silvestre se disefiaron y se analiz6 la regulaciéon negativa de MAPT después de la transfeccion. La figura 4 muestra
resultados representativos de experimentos de PCR cuantitativa para algunas de las mutaciones de MAPT descritos
previamente en la figura 7. La figura 8 muestra las secuencias diana en MAPT (SEQ ID NO 1-160) contra las cuales
se disefiaron ANic. Los duplex de ANic se dan como SEQ ID NO 161-318.

Se analizaron ARNip disefiados contra las mutaciones MAPT P301L (region diana dada como Seq ID 159) y MAPT
R406W (region diana dada como Seq ID 160) para regular negativamente los niveles de ARNm de MAPT. Los
valores mostrados en la figura 4 representan la media del porcentaje de interferencia por ARNip respecto a la
expresion génica una vez normalizada con las células de control y sus desviaciones tipicas. En comparacioén con las
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células de control, el nivel del transcrito de MAPT a las 48 h se redujo en un 20 % después del tratamiento con
ARNip Seq ID 159 (especifico para MAPT P301L). Sin embargo, la reduccién de MAPT tras la transfeccion con
ARNip Seq ID 160 (especifico para MAPT R406W) alcanzaba el 40 % respecto a los niveles de control.

En una segunda roda de experimentos, se disefiaron diferentes ARNip dirigidos a MAPT ts. Dado que MAPT tiene
diferentes isoformas, se llevé a cabo un alineamiento de secuencias y se disefiaron ARNip para la regién comun.
Los numeros de entrada de las secuencias de referencia de las isoformas de MAPT se enumeran como
NM_005910, NM_016834, NM_016835 y NM_016841. Dos ARNip diferentes para MAPT ts, que corresponden a la
Seq ID 128 y la Seq ID 139 se transfectaron en células MDA-MB-435. La figura 5 a continuacion muestra resultados
representativos de analisis por PCR cuantitativa. Los valores representan la media del porcentaje de interferencia
por ARNip respecto a la expresion de cada gen una vez normalizada con las células de control y sus desviaciones
tipicas. En comparacién con las células de control, el nivel de transcrito de MAPT a las 24, 48 o 72 h se redujo
significativamente después del tratamiento con ARNip especifico. EI ARNip correspondiente a la Seq ID 128, redujo
al transcrito de MAPT en un 70 %, siendo esta reduccion muy sostenida durante 48 h y 72 h. El ARNip Seq ID 129
también alcanz6 un muy buen nivel de regulacién negativa de MAPT de aproximadamente el 60 % en comparacion
con las células transfectadas de forma simulada.

Ejemplo 4. Ensayo de duplex de ARNip de MAPT in vivo.

A fin de proporcionar una prueba de concepto de la administracién intranasal en un modelo patoldégico, MAPT
implicada en demencia frontotemporal estaba regulada negativamente en un modelo en ratén transgénico para
MAPT apropiado.

Descripcion de la estirpe de ratéon

Para la generacion de ratones transgénicos para MAPT, un plasmido pSGT42 (Montejo de Garcini et al., 1994) que
codifica una isoforma de tau de 4 repeticiones humana con dos exones N-terminales se us6 como plantilla para
introducir las mutaciones de DFTP-17, G272V y P301L por separado con el procedimiento Quikchange (Stratagene).
Un ADNCc de tau triple mutante se ensambl6 a continuacion mediante ligamiento de los fragmentos de restriccion
Sacll/Asel (que contenia la mutacion G272V) y Asel/Hindlll (que contenia la mutacién P301L) en el plasmido
pSGTR406W (Perez, M., Lim, F., Arrasate, M., y Avila, J. (2000). The DFTP-17-linked mutation R406W abolishes the
interaction of phosphorylated tau with microtubules. J. Neurochem. 74: 2583-2589) previamente cortados con
Sacll/Hindlll para dar origen al plasmido pSGTVLW. El marco abierto de lectura de tau mutante se escindio de
pSGTVLW como un fragmento de BamHI/Bglll y se ligé en el sitio de BamHI de PBKCMV (Stratagene) en la
direccion directa con respecto al promotor de CMV para producir pBKVLW. El fragmento Sall/Xhol de pBKVLW se
ligé a continuacion en el sitio de Xhol de pTSC21k (Luthi et al., 1997) en la orientacién directa con respecto al
promotor de thy1. Se confirmé que el plasmido resultante pTTVLW codifica los tres cambios de aminoacido
especificos G272V, P301L y R406W mediante secuenciacion de la region de Sacll-Hindlll. Las secuencias de
vectores se eliminaron mediante digestion con Notl y purificacion en gel del fragmento grande, que se introdujo a
continuacion mediante inyeccion pronuclear en embriones CBA 3C57BL/6 de célula Unica. Ratones fundadores se
identificaron mediante PCR y se cruzaron con ratones C57BL/6 de tipo silvestre. Todos los ratones transgénicos
fueron heterocigotos. Los ratones se alojaron cuatro por jaula con alimento y agua disponible ad libitum y se
mantuvieron en un entorno a temperatura controlada en un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h, con inicio de la luz a
las 07:00 h. Se realiz6 cribado por PCR en ADN caudal usando los oligonucleétidos TT1, 5'-
CTCTGCCCTCTGTTCTCTGG-3' (SEQ ID 323, en el ex6on 2 del gen thyl murino); TT2, 5"
CCTGTCCCCCAACCCGTACG-3' (SEQ ID 324; en el extremo 59 del ADNc de tau humana); y THY, 5-
CGCTGATGGCTGGGTTCATG-3' (SEQ ID 325; en el intron 2 del gen thy1 murino). Se usaron TT1 y TT2 para
amplificar un producto de 470 pb especificamente a partir del transgén y no a partir de ADN murino endégeno,
mientras que, como control interno para ADN, se usaron TT1 y THY para amplificar un producto de 450 pb
especificamente a partir de ADN genémico murino pero no a partir del transgén. Los transgenes se expresaron de
forma predominante en el hipocampo y la corteza frontotemporal.

Protocolo del experimento

Diferentes concentraciones y temporizacién de administracion intranasal de ARNip se usaron en modelos en ratén
transgénico para MAPT. Los ratones se trataron con 20 ul de NaCl (0,9 %) (control), o con 20 ul de ARNip a una
concentracién de 20 nmol.

Las condiciones del experimento se distribuyeron tal como se describe en la tabla 2 (las condiciones se analizaron

por triplicado). Los ratones se trataron por via intranasal con una o dos dosis del ARNip para MAPT (Seq ID 160) y
se sacrificaron en momentos diferentes después de las inoculaciones de ARNip.
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Tabla 2. Distribucion esquematica de condiciones experimentales para administracién intranasal de ARNip. Las
dosis de ARNip se indican en la tabla.

Numero de raton Tratamiento terapéutico intranasal

CL,CII,ClI Dosis de control de vehiculo

1,2,3 Dosis unica de 265 pug de ARNip sacrificado a los 3 dias
45,6 Dosis unica de 265 pg de ARNip sacrificado a los 5 dias
78,9 Dosis unica de 265 png de ARNip sacrificado a los 7 dias
10,11 Dos doses de 132 ng de ARNip sacrificado a los 8 dias

Muestras de diferentes regiones del SNC (corteza, hipocampo, cuerpo estriado, cerebelo, tronco del encéfalo o
bulbo) se extrajeron, y se analizaron adicionalmente mediante transferencia de Western, inmunofluorescencia y PCR
cualitativa. Se emplearon anticuerpos que reconocen especificamente la MAPT humana mutada. Como control de
carga, se usaron anticuerpos frente a beta-activa. La expresién de MAPT en las diferentes condiciones de
tratamiento se midi6 con ayuda de un programa Adobe Photoshop. Los niveles de inhibicién se obtuvieron después
de la normalizacion con respecto al gen de beta-actina, que se expresa de forma constitutiva en los diferentes
tejidos.

Los resultados de los niveles de inhibiciéon de la expresion de MAPT en diferentes regiones del SNC, después de la
normalizacion con respecto a beta-actina, se presentan en la figura 6. Tal como puede observarse, el efecto
inhibidor sobre la expresion de MAPT se observé en el hipocampo donde la proteina transgénica se expresé a
niveles elevados. Las condiciones de los animales en las que la regulaciéon negativa de la expresién génica era la
mas elevada correspondian a los animales sacrificados a los 7 dias después de la instilacion de ARNip. Los
resultados de los experimentos de transferencia de Western se confirmaron mediante PCR cuantitativa.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un ARNip, que causa interferencia por ARN en el gen de tau en el sistema nervioso central (SNC), en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo del SNC asociado a
expresion andémala de tau, en donde el medicamento esta formulado para administracion intranasal, y en donde el
ARNip esta dirigido contra una secuencia de nucleétidos seleccionada entre las SEQ ID NO: 1 a 160 de la figura 8 o
en donde el ARNip tiene una secuencia seleccionada entre las SEQ ID NO 161 a 318 de la figura 9.

2. El uso de la reivindicacion 1, en donde el trastorno es una enfermedad congénita asociada a mutaciones de un
gen de tau del SNC.

3. El uso de la reivindicacién 1, en donde la expresién del gen de tau es modulada en una célula del SNC.

4. El uso de cualquier reivindicacién anterior, en donde el ARNip comprende un oligonucleétido modificado.

5. El uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde el ARNip tiene 40 pares de bases o menos de longitud.
6. El uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde el ARNip tiene salientes 3'.

7. El uso de la reivindicacién 6, en donde los salientes 3' son dinucleétidos de timidina.

8. El uso de cualquier reivindicacion anterior, en donde se usan una pluralidad de especies de ARNip.

9. El uso de la reivindicacion 8, en donde dicha pluralidad de especies estan dirigidas a la misma especie de ARNm
0 a especies de ARNm diferentes.

10. Una composicion farmacéutica, que comprende uno o una pluralidad de un ARNip que causa interferencia por
ARN en el gen de tau en el sistema nervioso central (SNC), en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno neurodegenerativo del SNC asociado a expresion anémala de tau, en donde el
medicamento esta formulado para administracién intranasal, y en donde el ARNip esta dirigido contra una secuencia
de nucleétidos seleccionada entre las SEQ ID NO: 1 a 160 de la figura 8 o en el que el ARNip tiene una secuencia
seleccionada entre las SEQ ID NO 161 a 318 de la figura 9.
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Fig. 7
Sentido erréneo/Sin sentido
Numero Cambio Cambio de Numero
de entrada de codones jfaminoacidos jde codéni Fenotipo
CMO020737  {CGC-CAC Arg-His 5] Demencia frontotemporal
CM022222 CGC-CTC Arg-Leu 5] Paralisis supranuclear progresiva
| Demencia frontotemporal con
QMQQ3942 AAGACG iLys-Thr 257 parkinsonismo
CMO014799  |gATC-GTC  |lle-Val 260 [Demencia frontotemporal con
. parkinsonismo
1CM030233 cCTG-GTG Leu-Val 266)Demencia frontotemporal
| Demencia frontotemporal con
9M981233 GGC-G'F? _ GIy—VgI 272 Iparkinsonismo
CM981234  |AATa-AAG  |Asn-Lys 279 e oremPoral con
. — bemencia frontotemporal con
CM0145_8_4M tAAT—CAT Asn-His ?.96 parkinsonismo
CM993836  |cCCG-TCG  |Pro-Ser 301| Gogemecacion corioneacal
TDemencia frontot Icon
CM981235 {CCG-CTG  |Pro-Leu 301 |arkinconismo o
CM982927 AGT-AAT Ser-Asn 305 Demencia frontotemporal
CM032951 CTG-CGG Leu-Arg 315] Demencia frontotemporal
Demencia frontotemporal con
CMO043764 %?-ATG Lys-Met 317 parkinsonismo
CM020738 TCC-TTC Ser-Phe 320} Demencia frontotemporal
CM0D42738 CAG-CGG Gin-Arg | 336] Demencia frontotemporal
CM98236 - JoGTG-ATG  |Val-Met 337 o otemporal con
CMOO3156 GAG-GTG ~ciu-val 342]Demencia frontotemporal
CM034824 TCG-TTG Ser-Leu 3521 Insuficiencia respiratoria
CM013000  [AAA-ATA  |Lys-lie 369 e rcmPoral con
CM004888 __[cGGG-AGG__|Gly-Arg 389| Demencia frontotemporal
CM994385 cGGG-CGG  {Gly-Arg 389]Demencia frontotemporal
Demencia frontotemporal con
CM9B1237 aCGG-TGG 7 Arg-Trp 406 parkinsonismo
CM043765 _ JACG-ATG ___{Thr-Mel 427 |Demencia froniotemporal
Corte y empalme
I Donador/ | PR,
El:r:;:-(;da VS a:::to?r Ubicacion .'SUStItUmOn Fenotipo
CS;QQ:14457 9ids - +33 G.A Demencia frontotemporal
£5034626 9las Arre T Demencia frontotemporal
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asociacion con

parkinsonismo

CS994525 . .16 ds R -64 -T—C Demencia frontotemporal con

Demencia frontotemporal/

CS003183 101ds 2817-C degeneracion corticobasal
CS004157 101ds “A1T-C Paralisis supranuclear progresiva
E _ Demencia frontotemporal con

93982254 101ds +31G-A parkinsonismo
Demencia frontotemporal con

Cs012211 10{ds +114T-C parkinsonismo

C5000864 ~ 104ds 1 +12{C-T Demencia frontotemporal
Demencia frontotemporal con

CS982261 10{ds +13{A-G parkinsonismo

: ] Demencia frontotemporal con

Co982262 s | T Jeerkinsonsmo

‘ E Demencia frontotemporal con

CS982263 10{ds +16/C-T parkinsonismo

CS033125 N ~ 109ds +1HC-G Demencia frontotemporal

C8033126 101ds +291G-A Demencia frontotemporal
Enfermedad de Alzheimer,

CS000463 111ds +34{A-G riesgo incrementado,
asociacion

Regulador

Numero s .

de entrada gquence . Fenotipo

CCCGAAGGAGGACACCCACCCCC Paralisi | i
ACAACGA(G- o eiear progesive
CR994768 C)ACAAAGACTCCAACTACAGGAG
GTGGAGAA
-266 con respecto al sitio de inicio de la
transcripcion

Deleciones pequeias

Nlmero . i .

de entrada Delecion Codon Fenotipo
GATAATTAAATaagAAG ]

CD991 787 - lcteeate 2791 Demencia frontotemporal
CTCAAAG GATaatATC Demencia frontotemporalcon "

COOT3179  Jamacace | 2%paninsonsmo
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Fig. 8

SEQ ID 47 GGGCTGCATTTCCAGGGGC
SEQ ID 48 AAGAGGCTGACCTTCCAGA
SEQ D 49 AGAGGCTGACCTTCCAGAG
SEQID 1 GTGATGGAAGATCACGCTG SEQ D 50 GAGGCTGACCTTCCAGAGC
SEQID2 GATCACGCTGGGACGTACG SEQ ID 51 AAGCAGCCTGCTGCTGCTC
SEQID 3 AGATCAGGGGGGCTACACC SEQ ID 52 AGCAGCCTGCTGCTGCTCC
SEQID4 GATCAGGGGGGCTACACCA SEQID 53 GCAGCCTGCTGCTGCTCCG
SEQID 5 GACCAAGAGGGTGACACGG  SEQID 54 GCCCGTCAGCCGGGTCCCT
SEQID6 GAGGGTGACACGGACGCTG  SEQID 55 CTCAAAGCTCGCATGGTCA
SEQID7 AGAATCTCCCCTGCAGACC SEQID 56  AGCTCGCATGGTCAGTAAA
SEQID 8 GAATCTCCCCTGCAGACCC SEQID 57 GCTCGCATGGOTCAGTAAAA
SEQID 9 TCTCCCCTGCAGACCCCCA SEQ ID 58 AAGCAAAGACGGGACTGGA
SEQID 10 CCGGGCTCTGAAACCTCTG SEQ ID 59 AGCAAAGACGGCACTGGAA
SEQID 11 ACCTCTGATGCTAAGAGCA SEQ ID 60 GCAAAGACGGCACTGGAAG
SEQID 12 CCTCTGATGCTAAGAGCAC SEQ ID 61 AGACGGGACTGGAAGCGAT
SEQID 13 GAGCACTCCAACAGCGGAA SEQ ID 62 GACGGGACTGGAAGCGATG
SEQ D 14 CAGCGGAAGATGTGACAGC SEQ ID 63 GCGATCGACAAAAAAGCCAA
SEQ ID 15 GATGTGACAGCACCCTTAG SEQ ID 64 AAAAGCCAAGACATCCACA
SEQID 16 GCAGGCTGCCGCGCAGCCC SEQID 65 AAAGCCAAGACATCCACAC
SEQID 17 GGAACCACAGCTGAAGAAG SEQ ID 66 AAGCCAAGACATCCACACG
SEQID 18 CCACAGCTGAAGAAGCAGG SEQ ID 67 AGCCAAGACATCCACACGT
SEQ ID 19 GAAGCAGGCATTGGAGACA SEQ ID 68 GCCAAGACATCCACACGTT
SEQID 20 GCAGGCATTGGAGACACCC SEQID 69 GACATCCACACGTTCCTCT
SEQ ID 21 GACGAAGCTGCTGGTCACG SEQ D 70 AACCTTGAAAAATAGGCCT
SEQID 22 GCTGCTGGTCACGTGACCC SEQID 71 ACCTTGAAAAATAGGCCTT
SEQID 23 GAGCCTGAAAGTGGTAAGG SEQID 72 CCTTGAAAAATAGGCCTTG
SEQID 24 AGTGGTAAGGTGGTCCAGG SEQID 73 AAATAGGCCTTGCCTTAGC
SEQ D 25 GTGGTAAGGTGGTCCAGGA  SEQID74  AATAGGCCTTGCCTTAGCC
SEQID 26 GGTGGTCCAGGAAGGCTTC SEQID 75 ATAGGCCTTGCCTTAGCCC
SEQID 27 GGCTTCCTCCGAGAGCCAG SEQID 76 TAGGCCTTGCCTTAGCCCG
SEQID 28 CCTTCGGGGACAGGACCTG SEQID 77 ACACCCCACTCCTGGTAGC
SEQID 29 GCACCAGCTTCTAGGAGAC SEQID 78 CACCCCACTCCTGGTAGCT
SEQID 30 GGGGGCAGGGGGCAAAGAG SEQID 79 CCCTCCAGCCCTGCTGTGT
SEQID 31 AGAGAGGCCGGGGAGCAAG  SEQID 80 ACACGTCTCTTCTGTCACT
SEQID 32 GAGAGGCCGGGGAGCAAGG SEQID 81 CACGTCTCTTCTGTCACTT
SEQID 33 GGAGGAGGTGGATGAAGAC SEQ ID 82 CTGGCAGTTCTGGAGCAAA
SEQ D 34 GACCGCGACGTCGATGAGT SEQ ID 83 AGGAGATGAAACTCAAGGG
SEQID 35 GACTCCCCTCCCTCCAAGG SEQ ID 84 GGAGATGAAACTCAAGGGG
SEQ D 38 GGCCTCCCCAGCCCAAGAT SEQID 85 ACTCAAGGGGGCTGATGGT
SEQ D 37 GATGGGCGGCCTGCCCAGA SEQ ID 86 CTCAAGGCGGGCTGATGGTA
SEQ ID 38 GCCACCAGCATCCCAGGCT SEQ ID 87 GOGGCGCTGATGGTAAAACG
SEQID 39 AGTTTCCACAGAGATCCCA SEQID 88 AACGAAGATCGCCACACCG
SEQID 40 GTTTCCACAGAGATCCCAG SEQID 89 ACGAAGATCGCCACACCGC
SEQ ID 41 AGGGCAGGATGCCCCCCTG SEQ ID 90 CGAAGATCGCCACACCGCG
SEQ D 42 GGGCAGGATGCCCCCCTGG SEQID 91 GATCGCCACACCGCGGGGA
SEQID 43 ATCACACCCAACGTGCAGA SEQID g2 GGGCCAGGCCAACGCCACC

SEQID 44 TCACACCCAACGTGCAGAA SEQID 83 CGCCACCAGGATTCCAGCA
SEQID 45 CGTGCAGAAGGAGCAGGCG SEQ ID 94 AAACCCCBCCCGECTCCAAA

SEQ ID 46 GGAGCAGGCGCACTCGGAG SEQID 85 AACCCCGCCCGCTCCAAAG
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