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DESCRIPCION
Oligorribonucledtido para inhibir la expresion de un gen predeterminado

La presente descripcion hace referencia a procedimientos para inhibir la expresion de un gen diana predeterminado
en una célula. También hace referencia a un medicamento y a una utilizacion de oligorribonucleétidos de hebra
doble.

Un procedimiento de esa clase se conoce por la solicitud WO 99/32619, publicada posteriormente. El procedimiento
conocido tiene por objetivo la inhibicion de la expresion de genes en células de invertebrados. A tal efecto es
necesario que el oligorribonucledtido de hebra doble presente una secuencia idéntica al gen diana con una longitud
de al menos 50 bases. Para lograr una inhibicion eficiente es necesaria una longitud de la secuencia idéntica de 300
a 1.000 pares de bases. La inversién para producir un oligorribonucleétido de esa clase es elevada.

En la solicitud DE 196 31 919 C2 se describe un ARN antisentido con estructuras secundarias especiales,
presentandose el antisentido en forma de un vector que codifica las mismas. En el caso del ARN antisentido se trata
de una molécula de ARN que es complementaria a regiones de mARN. Mediante enlace en estas regiones se
provoca una inhibicién de la expresion génica. Esta inhibicion se puede emplear en especial para el diagnéstico y/o
terapia de enfermedades, por ejemplo enfermedades tumorales, o infecciones virales. De modo desventajoso, se
debe introducir el ARN antisentido en la célula en una cantidad que presenta al menos la misma magnitud que la
cantidad de mARN. La eficacia de los procedimientos antisentido conocidos no es especialmente elevada.

Se conoce por la solicitud US 5,712,257 un medicamento que contiene ARN (dsARN) de hebra doble de pares
defectuosos, y fragmentos biolégicamente activos de pares defectuosos de dsARN en forma de un complejo ternario
con un agente tensioactivo. EIl dsSARN empleado en este caso esta constituido por hebras simples de acido nucleico
obtenidas sintéticamente sin secuencia de bases definida. Las hebras simples efectlan entre si apareamientos de
bases irregulares, los denominados “Nicth-Watson-Crick”, de modo que se forman hebras dobles de pares
defectuosos. El dsARN conocido sirve para la inhibicion de la propagacion de retrovirus, como VIH. Se puede inhibir
la propagacion del virus si dsARN de secuencia no especifica se introduce en las células. En este caso se llega a
una induccién de interferona, mediante lo cual se debe inhibir la propagacién de virus. El efecto inhibidor, asi como
la eficacia de este procedimiento, es reducido.

Se conoce por Fire, A. y otros, NATURE, Vol. 391, pagina 806, que el dsARN, del cual una de sus hebras es
complementaria por segmentos con respecto a un gen a inhibir de un nematodo, inhibe la expresién de este gen con
una eficacia elevada. En dicho documento se sostiene la idea de que la eficacia especial del dSARN empleado en
células del nematodo no se basa en el principio antisentido, sino posiblemente en propiedades cataliticas del
dsARN, o bien se puede atribuir a enzimas inducidas por el mismo. En este articulo no se trata la eficacia de dsARN
especifico con relacién a la inhibiciébn de la expresion génica, en especial en células de mamiferos y células
humanas.

El objeto de la presente invencién consiste en eliminar los inconvenientes segun el estado de la técnica. En especial
debe proporcionarse un procedimiento, medicamento, o bien un uso lo mas eficiente posible para la obtenciéon de un
medicamento, con el cual se pueda provocar una inhibicion especialmente eficaz de la expresiéon de un gen diana
predeterminado.

Este objeto se alcanzara a través de las caracteristicas de la reivindicaciones 1 a 3. En las reivindicaciones 4 a 14 se
indican variantes ventajosas.

La presente invencion hace referencia a un oligorribonucleétido con estructura de hebra doble (dsARN) para inhibir
la expresion de un gen diana predeterminado en células de mamiferos, donde el (dsARN) presenta entre 15 y 49
pares de bases, y una hebra del dsARN presenta una region | complementaria al gen diana al menos por
segmentos, la cual presenta como maximo 49 pares de nucledtidos sucesivos, y una region Il complementaria
dentro de la estructura de hebra doble esta formada por dos hebras individuales separadas de ARN, donde los
nucleétidos del dsARN estan modificados, donde al menos un grupo 2'-hidroxilo de los nucleétidos del dsARN esta
reemplazado por un grupo quimico en la regién complementaria II.

Para la inhibicion de la expresion de un gen diana predeterminado en una célula estd previsto introducir un
oligorribonucledtido que presenta de 15 a 49 pares de bases con estructura de hebra doble (dsARN) en la célula,
presentando una hebra de dsARN una region | complementaria al gen diana, al menos en algunos segmentos, que
presenta a lo sumo 49 pares de nucle6tidos sucesivos, y formandose una regién Il complementaria dentro de la
estructura de hebra doble por dos hebras sencillas de ARN separadas. El oligorribonucleétido presenta al menos por
segmentos una secuencia de nucleétidos definida. El segmento definido puede estar limitado a la region |
complementaria. No obstante, también puede ser que el oligorribonucleétido de hebra doble presente en total una
secuencia de nucledtidos definida. El dsARN puede ser mas largo que la regién | complementaria al gen diana. La
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regién | complementaria puede presentar disposicion terminal, o estar insertada en el dsARN. Un dsARN de esa
clase se puede obtener por via sintética, o bien enzimatica con procedimientos de uso comun.

Sorprendentemente, se ha comprobado que ya con una longitud de la regiéon complementaria | de como maximo 49
pares de bases se puede conseguir una inhibicion eficaz de la expresién del gen diana. Se pueden poner a
disposicion oligorribonucleétidos correspondientes con un gasto de obtencién mas reducido.

En especial el dsARN con una longitud de méas de 50 pares de nucleétidos induce determinados mecanismos
celulares en células de mamiferos y células humanas, por ejemplo la proteina quinasa dependiente de dsARN, o el
sistema 2-5A. Esto conduce a la desaparicion del efecto de interferencia ocasionado por el dsARN que presenta una
secuencia definida. De este modo se bloquea la biosintesis de proteinas en la célula. Mediante la presente invencién
se elimina en particular ese inconveniente.

Ademas se facilita claramente la absorcion de dsARN con longitud de cadena reducida en la célula, o bien en el
nucleo celular, en comparacion con el dsARN de cadena mas larga.

Se ha comprobado como ventajoso que el dsARN se presente en estructuras micelares, preferentemente en
liposomas. El dsARN puede estar incluido igualmente en capsidas virales naturales, o en capsidas sintéticas
obtenidas por via quimica o enzimatica, o estructuras derivadas de las mismas. Las caracteristicas citadas
anteriormente posibilitan una inclusion del dsARN en células diana predeterminadas.

Convenientemente, el gen a inhibir se expresa en células eucariotas. El gen diana puede ser seleccionado a partir
del siguiente grupo: oncogén, gen de citoquina, gen de proteina Id, gen de desarrollo, gen priéon. También se puede
expresar en organismos patdgenos, preferentemente en plasmodios. Puede ser componente de un virus o viroide,
preferentemente patégeno humano. El procedimiento propuesto posibilita la obtencién de agentes para la terapia de
enfermedades controladas genéticamente, por ejemplo cancer, enfermedades virales o enfermedad de Alzheimer.

El virus o viroide puede ser también un virus o viroide patégeno animal o vegetal. En este caso, el procedimiento
segun la invencion permite también la puesta a disposicion de agentes para el tratamiento de enfermedades
animales o vegetales.

El dsARN puede estar conformado en segmentos con hebra doble. Los extremos del dsARN pueden estar
modificados para contrarrestar una degradacion en la célula o una disociacién en las hebras simples. Se presenta
una disociacion en especial en el caso del uso de bajas concentraciones o longitudes de cadena reducidas. Para la
inhibicion especialmente eficaz de la disociaciéon se puede aumentar la cohesién de la estructura de hebra doble
provocada por los pares de nucleétidos a través de al menos uno, preferentemente otros dos enlaces quimicos. - Un
dsARN cuya disociacion esta reducida, presenta una estabilidad mas elevada contra la degradaciéon enzimatica y
guimica en la célula, asi como en el organismo.

Convenientemente, el enlace quimico se forma mediante un enlace covalente o i6nico, un enlace por puentes de
hidrégeno, interacciones hidrofobas, preferentemente interacciones de van-der-Waals o de apilamiento, 0 mediante
coordinacion de iones metéalicos. Segun una caracteristica de una variante especialmente ventajosa, se puede
obtener el mismo al menos en uno, preferentemente en ambos extremos de la regién Il complementaria.

Ademas, ha resultado ventajoso formar el enlace quimico por medio de uno o varios grupos de enlace, siendo los
grupos de enlace preferentemente cadenas de poli-(oxifosfinicooxi-1,3-propanodiol) y/o polietilenglicol. Se puede
formar el enlace quimico también mediante analogos de purina utilizados en lugar de purinas en las regiones Il
complementarias. Ademds, se considera ventajoso que el enlace quimico se forme a través de unidades
azabenceno introducidas en las regiones Il complementarias. Dicho enlace se puede formar también mediante
analogos de nucleétidos modificados utilizados en lugar de nucleétidos en las regiones || complementarias.

Se ha mostrado conveniente utilizar para la obtencién del enlace quimico al menos uno de los siguientes grupos:
azul de metileno; grupos bifuncionales, preferentemente bis-(2-cloroetil)-amina; N-acetil-N’-(p-glioxil-benzoil)-
cistamina; 4-tiouracilo; psoraleno. Ademas se puede formar el enlace quimico mediante los grupos tiofosforilo
introducidos en los extremos de la regién de hebra doble. Preferentemente, se obtiene el enlace quimico en los
extremos de la region de hebra doble mediante enlaces de triple hélice.

De manera conveniente, el enlace quimico puede ser inducido mediante luz ultravioleta.

Los nucledtidos de dsARN pueden estar modificados. Esto provoca una activacion de una proteina quinasa
dependiente de ARN de hebra doble, PKR, en la célula. De acuerdo con la invencién, al menos un grupo 2’-hidroxilo
de los nucledtidos del dsARN en la estructura de hebra doble estd reemplazado por un grupo quimico,
preferentemente un grupo 2’-amino o un grupo 2’-metilo. Al menos un nucleétido en al menos una hebra de la
estructura de hebra doble puede ser también un denominado “locked nucleotide” con un anillo sacarico modificado
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quimicamente, de modo preferente a través de un puente 2'-0, 4’-C-metileno. Ventajosamente, varios nucleétidos
son ncleétidos bloqueados (del inglés “locked nucleotide”).

El dsARN puede estar enlazado, asociado, o rodeado por al menos una proteina envolvente viral procedente de un
virus, derivada del mismo, u obtenida sintéticamente. La proteina envolvente puede ser derivada del virus de
polioma. La proteina envolvente puede contener la proteina viral 1(VP1) y/o la proteina viral 2(VP2) del virus de
polioma. Se conoce el empleo de tales proteinas envolventes, por ejemplo, por la solicitud DE 196 18 797 Al. - Las
caracteristicas citadas anteriormente facilitan de manera esencial la introduccién de dsARN en la célula.

Preferentemente, en el caso de formacién de una capsida o de una estructura de tipo capsida a partir de la proteina
envolvente, uno de los lados esta orientado al interior de la capsida o de la estructura de tipo capsida. La estructura
formada es especialmente estable.

El dsARN puede ser complementario al elemento de transcripcion de ARN primario o procesado del gen obtenido. -
La célula puede ser una célula de vertebrado o una célula humana.

Se pueden introducir al menos dos dsARN diferentes entre si en la célula, siendo una hebra de cada dsARN
complementaria, al menos por segmentos, respectivamente a uno de al menos dos genes diana diferentes. De este
modo es posible inhibir simultaneamente la expresion de al menos dos genes diana diferentes. Para suprimir la
expresion de una proteina quinasa dependiente de ARN de hebra doble PKR, en la célula, uno de los genes diana
es, de manera ventajosa, el gen PKR. De este modo se puede suprimir eficazmente la actividad de PKR en la célula.

De acuerdo con la invencion se proporciona ademas un medicamento con al menos un oligorribonucleétido que
presenta entre 15 y 49 pares de bases, con estructura de hebra doble (dsARN) para inhibir la expresién de un gen
diana predeterminado en células de mamiferos, donde una hebra del dsARN presenta una region | complementaria
al gen diana al menos por segmentos, la cual presenta como maximo 49 pares de nuclettidos sucesivos, y una
region Il complementaria dentro de la estructura de hebra doble esta formada por dos hebras individuales separadas
de ARN, donde los nucleétidos del dsARN estan modificados, donde al menos un grupo 2'-hidroxilo de los
nucleotidos del dsARN esta reemplazado por un grupo quimico en la region complementaria Il. Sorprendente se ha
comprobado que un ARN de esa clase es apropiado como medicamento para la inhibicién de la expresion de un gen
predeterminado en células de mamiferos. La inhibicién, en comparacion con el empleo de oligorribonucleétidos de
hebra simple, se ocasiona ya a concentraciones que son mas reducidas al menos en un orden de magnitud. El
medicamento segln la invencién es altamente eficaz. Pueden esperarse efectos secundarios mas reducidos.
Sorprendentemente, se ha comprobado que ya con una longitud de la regiéon | complementaria de un maximo de 49
pares de bases se puede conseguir una inhibicién eficiente de la expresion del gen diana. Se pueden poner a
disposicion oligorribonucleétidos correspondientes con un gasto de obtencién mas reducido.

De acuerdo con la invencion se prevé ademas la utilizaciéon de un oligorribonucle6tido que presenta entre 15 y 49
pares de bases, con estructura de hebra doble (dsARN) para producir un medicamento para inhibir la expresion de
un gen diana predeterminado en células de mamiferos, donde una hebra del dsARN presenta una region |
complementaria al gen diana al menos por segmentos, la cual presenta como maximo 49 pares de nucleétidos
sucesivos, y una region Il complementaria dentro de la estructura de hebra doble estd formada por dos hebras
individuales separadas de ARN, donde los nucleétidos del dsARN estan modificados, donde al menos un grupo 2'-
hidroxilo de los nucledtidos del dsARN esta reemplazado por un grupo quimico en la region complementaria Il. -
Sorprendentemente, un dsARN de esa clase es apropiado para la obtencion de un medicamento para la inhibicién
de la expresion de un gen predeterminado. En el caso de un empleo de dsARN, la inhibicién se ocasiona ya a
concentraciones mas reducidas en un orden de magnitud, en comparacion con el empleo de oligorribonucleétidos de
hebra simple. Por lo tanto, la utilizacién de acuerdo con la invencién posibilita la obtencion de medicamentos
especialmente eficaces.

Con respecto a las variantes ventajosas del medicamento y a la utilizacion se remite a la descripcién de las
caracteristicas precedentes.

A continuacién, por medio de las figuras se explican mas detalladamente ejemplos de ejecucion de la invencioén. Las
figuras muestran:

Figura 1: la representacion esquematica de un plasmido para la transcripcion in vitro con polimerasa T7 y SP6,
Figura 2: ARN segun electroforesis en un gel de poliacrilamida al 8% y coloracién de bromuro de etidio,

Figura 3: una representacion de elementos de transcripcion de ARN radioactivos segun la electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 8% con urea 7 M por medio de un “Instant Imagers”, y

Figura 4 a-e: fluorescencia de Texas-Rot y YPF en fibroblastos murinos.
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Ejemplo de ejecucion 1:

Se identificd la inhibicion de la transcripcién mediante dsARN de secuencias homélogas en un sistema de
transcripcion in vitro con un extracto nuclear a partir de células HeLa humanas. La matriz de ADN para este ensayo
era el plasmido linealizado por medio de BamHI pCMV1200.

Obtencién de los plasmidos matriz:

Para el empleo en la sintesis enzimatica de dsARN se construy6 el plasmido representado en la figura 1. A tal efecto
se realiz6 en primer lugar una reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con el kit de transcripcion “positive control
DNA” de HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro de la firma Promega, Madison, USA como matriz de ADN. Uno de los
cebadores empleados contenia la secuencia de un punto de corte EcoRI y del promotor de polimerasa T7-ARN
segun el protocolo de secuencia nimero 1. El otro cebador contenia la secuencia de un punto de corte BamHI y del
promotor de polimerasa SP6-ARN segln el protocolo de secuencia nimero 2. Ademas, ambos cebadores presentan
en sus extremos 3’ regiones idénticas, o bien complementarias, respecto a la matriz ADN. El PCR se realiz6 por
medio del “Tag PCR Core Kit” de la firma Qiagen, Hilden, Alemania, segun datos del fabricante. En un volumen de
100 pl se emplearon como matriz MgCl, 1,5 mM respectivamente dNTP 200 uM, respectivamente cebador 0,5 puM,
2,5 U de Tag-ADN-polimerasa, y aproximadamente 100 ng de “positive control DNA” como matriz en tampén de
PCR. Tras el desnaturalizado inicial del ADN matriz mediante calentamiento a 94°C durante 5 minutos, se efectud la
amplificacion en 30 ciclos de 60 segundos respectivamente de desnaturalizado a 94°C, condensacién de 60
segundos a 5°C por debajo de la temperatura de fusién calculada del cebador, y 1,5-2 minutos de polimerizacién a
72°C. Tras una polimerizacion final de 5 minutos a 72°C se analizaron 5 ml de la carga de reaccién mediante
electroforesis en gel de agarosa. La longitud del fragmento de ADN amplificado de este modo ascendia a 400 pares
de bases, correspondiendo 340 pares de bases al “positive control DNA”. Se purifico el producto de PCR, se
hidrolizé6 con EcoRI y BamHI, y tras nueva purificacion se emple6 para la unién con un vector pUC18, igualmente
hidrolizado por medio de EcoRl y BamHI. Se efectud la transformacién de azul de E. Coli XL1. El plasmido obtenido
(pCMV5) porta un fragmento de ADN, que es flanqueado en el extremo 5’ por el promotor T7, y en el extremo 3’ por
el promotor SP6. Mediante linealizado del plasmido con BamHI, se puede emplear in vitro con la T7-ARN-polimerasa
para la transcripcion run-off de un ARN de 340 nucleétidos de longitud, representado en el protocolo de secuencia
numero 3, de hebras simple. Si se linealiza el plasmido con EcoRl, se puede emplear para la transcripcién run-off
con la SP6-ARN-polimerasa, produciéndose la hebra complementaria. De forma correspondiente al procedimiento
representado anteriormente se sintetizé también un ARN mas largo en 23 nucleétidos. A tal efecto se unié un ADN
representado en el protocolo de secuencia n°® 4, a través de los puntos de corte EcoRl y BamHI, con el vector
puUC18.

Como matrices de ADN para la transcripcién in vitro con extracto nuclear HelLa se construy6 el plasmido pCMV1200.
A tal efecto se amplificd un fragmento EcoRI/BamHI de 1191 bp de tamafio con el ADN de control positivo obtenido
en el kit de transcripcién HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro, por medio de PCR. El fragmento amplificado
comprendia el promotor CMV de 828 bp de tamafio “inmediatamente anterior”, y un fragmento de ADN transcribible
de 363 bp de tamafio. Se ligé el producto de PCR a través de un ligamiento “parte sobresaliente T” con el vector
pGEM-T. En el extremo 5’ del fragmento se encuentra un punto de corte BamHI. Se linealizé el plasmido mediante
hidrélisis con BamHI, y se empleé como matriz para la transcripcion run-off.

Transcripcion in vitro de las hebras dobles complementarias:

Se linealizé6 ADN de plasmido pCMV5 con EcoRI, o bien BamHI. Se empled el mismo como matriz de ADN para una
transcripcion in vitro de las hebras simples de ARN complementarias con SP6, o bien T7-ARN-polimerasa. Para ello
se empled el sistema “Riboprobe in vitro Transcription” de la firma Promega, Madison, USA. Segun los datos del
fabricante se incubaron 2 pg de ADN de plasmido linealizado en 100 pl de tampdn de transcripcion 'y 40 U T7- o
SP6-ARN- polimerasa 5 a 6 horas a 37°C. A continuacion se degradé la matriz de ADN mediante adicion de 2,5 pl
de DNasa RQ1 exento de RNasa, e incubacién durante 30 minutos a 37°C. Se completé la carga de transcripcién
con H,0O a 300 pl, y se purific6 mediante extraccion con fenol. Se precipitdé el ARN mediante adicion de 150 pl de
acetato amonico 7 M, y 1125 ul de etanol, y se conservé a —65°C para la hibridacion.

Obtencién de las hebras dobles de ARN:

Para la hibridacion se centrifugaron 500 pl del ARN de hebras simple conservado en etanol y precipitado. Se secé el
comprimido resultante, y se absorbié en 30 pl de tampdn PIPES, pH 6,4, en presencia de un 80 % de formamida,
400 mM NaCl y 1 mM EDTA. Se reunieron respectivamente 15 pl de hebras simples complementarias, y se
calentaron durante 10 minutos a 85°C. A continuacion se incubaron las cargas a 50°C durante la noche, y se
enfriaron a temperatura ambiente.

En la hibridacion se emplearon sélo cantidades aproximadamente equimolares de ambas hebras simples. De este
modo, las preparaciones de dsARN contenian ARN (ssARN) de hebra simple como contaminacion. Para eliminar
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estas contaminaciones de ssARN, se trataron las cargas tras la hibridacion con las ribonucleasas especificas de
hebra simple RNasaA de pancreas de vaca, y RNasaT1 de Aspergillus oryzae. RNasaA es una endorribonucleasa
especifica para pirimidinas. RNasaTl es una endorribonucleasa, que corta preferentemente en el lado 3’ de
guanosinas. dsARN no es un sustrato para estas ribonucleasas. Para el tratamiento de RNasa se afadi6 a las
cargas en 300 pl Tris, pH 7,4, NaCl 300 mM y EDTA 5 mM, 1,2 pl RNasaA en una concentracién de 10 mg/mly 2 pl
de RNasaTl en una concentracion de 290 pg/ml. Se incubaron las cargas 1,5 horas a 30°C. Después se
desnaturalizaron las RNasas mediante adicion de 5 ul de proteinasa K en una concentracion de 20 mg/ml, asi como
10 pl de SDS al 20 %, e incubacion durante 30 minutos a 37°C. Se purificé el dsARN mediante extraccién con fenol,
y se precipité con etanol. Para poder verificar la integridad de la digestion de RNasa, se trataron dos cargas de
control con ssARN analogamente a las cargas de hibridacion.

Se absorbid el comprimido desecado en 15 pl de tampoén TE, pH 6,5, y se sometid a una electroforesis en gel de
poliacrilamida nativa en un gel al 8 %. A continuacion se tifié el gel de acrilamida en una disolucion de bromuro de
etidio, y se lavé en un bafio de agua. La figura 2 muestra el ARN visibilizado en un transiluminador UV. Los ARN
sentido aplicados en la via 1, y antisentido aplicados en la via 2, mostraban bajo las condiciones seleccionadas un
comportamiento de dilucion diferente que los dsARN de la carga de hibridacién aplicados en la via 3. EI ARN
sentido, o bien antisentido aplicado en las vias 4, o bien 5, tratado con RNasa, no generaba ninguna banda visible.
Esto muestra que los ARNs de hebra simple se degradaron completamente. El dsARN aplicado en la via 6, tratado
con RNasa de la carga de hibridacién, es resistente frente al tratamiento con RNasa. La banda de migracion mas
rapida en el gel nativo en comparacion con el dsARN aplicado en la via 3, resulta de dsARN, que esta exento de
ssARN. Ademas de las bandas principales dominantes, tras el tratamiento con RNasa se presentan bandas mas
débiles, de migracién mas rapida.

Test de transcripcion in vitro con extracto nuclear celular humano:

Utilizando el kit de transcripcion HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro de la firma Promega, Madison, USA se
determind la eficiencia de transcripcién del fragmento de ADN indicado anteriormente, obtenido en el plasmido
pCMV1200, homologo al “positive control DNA”, en presencia del dsARN (dsARN-CMV5) de secuencias homdlogas.
Ademas se analizé la influencia de dsARN (dsARN-YFP) de secuencias no homdlogas, correspondiente al gen
(YFP) “proteina fluorescente amarilla”. Este dsARN se habia obtenido analogamente al dsARN de secuencias
homologas. La secuencia de una hebra de este dsARN se puede extraer del protocolo de secuencia nimero 5.
Como matriz para la transcripcion run-off se utilizé el plasmido pCMV1200. Este porta el promotor “inmediatamente
anterior” del virus de citomegalia, que es identificado por las polimerasas de ARN eucariotas Il, y un fragmento de
ADN transcribible. La transcripcion tuvo lugar mediante el extracto nuclear Hela, el cual contiene todas las proteinas
necesarias para una transcripcion. A través de la adicion de a'32P] rGTP a la carga de transcripcion se obtuvo
elemento de transcripciéon marcado de forma radiactiva. El [c('3 P]rGTP utilizado presentd una actividad especifica
de 400 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Por carga se utilizaron 3 mM de MgCl,, respectivamente 400 uM de rATP, rCTP, rUTP,
16 uM de rGTP, 0,4 uM [c(32P]rGTP y, dependiendo del ensayo 1 fmol de ADN de plasmido linealizado y diferentes
cantidades de dsRNA en el tampdn de transcripcion. Cada carga se completé con H,O hasta alcanzar un volumen
de 8,5 pl. Las cargas se mezclaron con cuidado. Para iniciar la transcripcion, 4 U de extracto nuclear HelLa se
agregaron en un volumen de 4 pl y se incubaron por 60 minutos a 30°C. La reaccion finaliz6 a través de la adicion de
87,5 ul de mezcla de interrupcion calentada a 30°C. Para extraer las proteinas, las cargas se mezclaron con 100 pl
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (2.5:24:1, viviv), saturado con tampén E, pH 5,0, y se mezclé de forma
enérgica por 1 minuto. Para la separacién de las fases se centrifugd aproximadamente 1 minuto a 12000 rpm vy la
fase superior se traspasé a un nuevo recipiente de reaccion. A cada carga se agregaron 250ul de etanol. Las cargas
se mezclaron bien y se incubaron durante al menos 15 minutos en hielo seco/metanol. Para la precipitacion del
ARN, las cargas fueron centrifugadas 20 minutos a 12000 rpm y a 4°C. El liquido sobrenadante se desechd. El
comprimido se sec6 15 minutos en vacio y se suspendié nuevamente en 10 pl de H,O. A cada carga se agregaron
10 pl de tampdn de prueba desnaturalizado. La separacion del GTP libre del elemento de transcripciéon producido
tuvo lugar mediante electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante, en un gel al 8 % con urea 7M. Los
elementos de transcripcion de ARN formados durante la transcripcion con extracto nuclear HeLa en tampén de
prueba desnaturalizante fueron calentados durante 10 minutos a 90°C y 10 pl de los mismos se colocaron de
inmediato en los recipientes de prueba lavados en el momento. La electroforesis tuvo lugar a 40 mA. La cantidad de
ssARN radiactiva formada durante la transcripcién fue analizada después de la electroforesis con la ayuda de un
Instant Imager.

La figura 3 muestra el ARN radiactivo sintetizado por medio del Instant Imagers a partir de un test representativo. Se
aplicaron muestras obtenidas a partir de las siguientes cargas de transcripcion:

via 1: sin ADN matriz, sin dsARN;
via 2: 50 ng de ADN matriz, sin dsARN;

via 3: 50 ng de ADN matriz, 0,5 ug de dsARN-YPF;
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via 4: 50 ng de ADN matriz, 1,5 ug de dsARN-YPF;
via 5: 50 ng de ADN matriz, 3 pg de dsARN-YPF;
via 6: 50 ng de ADN matriz, 5 pg de dsARN-YPF;
via 7: sin ADN matriz, 1,5 de dsARN-YPF;

via 8: 50 ng de ADN matriz, sin dsARN;

via 9: 50 ng de ADN matriz, 0,5 pg de dsARN-CMV5;
via 10: 50 ng de ADN matriz, 1,5 pg de dsARN-CMV5;
via11l: 50 ng de ADN matriz, 3 ug de dsARN-CMV5;
via 12: 50 ng de ADN matriz, 5 ug de dsARN-CMV5;

Se mostré una clara reduccion de la cantidad de elemento de transcripcion en presencia de dsARN de secuencias
homologas en comparacion con la carga de control sin dsARN, asi como también respecto a las cargas con dsARN-
YFP de secuencias no homélogas. El control positivo en la via 2 muestra que, en la transcripcion in vitro con extracto
nuclear Hela, se formé elemento de transcripcion radiactivo. La carga sirve como comparacion con las cargas de
transcripcion, que se habian incubado en presencia de dsARN. Las vias 3 a 6 muestran que la adicién de dsARN-
YFP de secuencias no especificas no ejerce ninguna influencia sobre la cantidad del elemento de transcripcién
formado. Las vias 9 a 12 muestran que la adicién de una cantidad, situada entre 1,5 y 3 pg, de dsARN-CMV5 de
secuencias especificas, conduce a un descenso de la cantidad de elemento de transcripcion formado. Para excluir
que los efectos observados no se basen en el dsARN, sino en una contaminacion arrastrada posiblemente de
manera involuntaria en la obtencion de dsARN, se llevé a cabo un control adicional. Se transcribié como se ha
descrito anteriormente el ARN de hebra simple, y a continuacion se sometié al tratamiento con RNasa. Por medio de
electroforesis en gel de poliacrilamida nativa se pudo mostrar que el ssARN se habia degradado completamente.
Esta carga se sometid, como las cargas de hibridacion, a una extraccion con fenol y una precipitaciéon con etanol, y a
continuacion se absorbié en tampén TE. De este modo se obtuvo una muestra que no contenia ARN, pero que se
habia tratado con los mismos tampones y enzimas que el dsARN. La via 8 muestra que la adicién de esta muestra
no tiene influencias sobre la transcripcion. El descenso del elemento de transcripcién en el caso de adicion de
dsARN de secuencias especificas, por lo tanto, se puede asignar claramente al propio dsARN. La reduccion de la
cantidad de elemento de transcripcién de un gen en presencia de dsARN en el caso de un sistema de transcripcién
humano muestra una inhibicién de la expresion del gen correspondiente. Este efecto se puede atribuir a un nuevo
mecanismo, provocado por el dsARN.

Ejemplo de ejecucion 2:

Como sistema de ensayo para estos experimentos in vivo se utilizé la linea celular de fibroblastos murinos NIH3T3,
ATCC, CRL-1658. Con ayuda de la microinyeccion se introdujo el gen del YFP en el ndcleo celular. Se analizé la
expresion de YFP bajo la influencia de dsARN de secuencias homoélogas, transferidos de modo concomitante
simultaneamente. Este dsARN-YFP es, a través de una longitud de 315 bp, homdlogo a la regién 5’ del gen de YFP.
La secuencia de nucledtidos de una hebra de dsARN-YFP se representa en el protocolo de secuencia nimero 5. La
valoracion bajo el microscopio de fluorescencia se efectué 3 horas después de inyeccién por medio de fluorescencia
amarilla-verde de YFP formado.

Construccion del plasmido matriz y obtencion del dsARN:

Como matriz para la obtencion de YFP-dsARN por medio de transcripcién T7 y SP6-in vitro se construyé un
plasmido segun el mismo principio que se describe en el ejemplo de ejecucién 1. El fragmento génico deseado se
amplificd bajo empleo del cebador Eco_T7_YFP segun el protocolo de secuencia niumero 6, y Bam_SP6_YFP segun
el protocolo de secuencia nimero 7, por medio de PCR, y se empleé analogamente a la anterior descripcion
respecto a la obtencién de dsARN. El dsARN-YFP obtenido es idéntico al dsARN empleado en el ejemplo de
ejecucion 1 como control de secuencias no especificas.

Se obtuvo un dsARN (L-dsARN) enlazado quimicamente con el extremo 5’ del ARN complementario en el extremo 3’
del ARN segun el protocolo de secuencia numero 8 a través de un grupo cebador C18. A tal efecto se emplearon
sintones modificados con puentes disulfuro. El sinton 3’ terminal esta unido al soporte soélido a través del carbono 3’
con un grupo cebador alifatico a través de un puente disulfuro. En el sintén 5’ terminal del oligorribonucleétido
complementario, complementario al sintén 3’-terminal de uno de los oligorribonucledétidos, el grupo protector 5'-tritilo
esta enlazado a través de un cebador alifatico adicional y un puente disulfuro. Tras la sintesis de ambas hebras
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simples, eliminacién de grupos protectores e hibridacién de los oligorribonucleétidos complementarios, los grupos tiol
producidos llegan a la proximidad espacial entre si. Mediante oxidacion se enlazan entre si las hebras simples a
través de su cebador alifatico y un puente disulfuro. A continuacion se efectla la purificacion con ayuda de HPLC.

Preparacion de cultivos celulares:

Se incubaron las células en DMEM con 4,5 g/l de glucosa, 10 % de suero vacuno fetal bajo un 7,5 % de atmédsfera
de CO; a 37°C en cubetas de cultivo, y se pasaron antes de alcanzar la confluencia. El desprendimiento de las
células se efectué con tripsina/EDTA. Para la preparacion de la microinyeccion se trasladaron las células a cubetas
de petri, y se incubaron adicionalmente hasta la formacién de microcolonias.

Microinyeccién:

Para la microinyeccion, las cubetas de cultivo se extrajeron del incubador durante aproximadamente 10 minutos. Se
inyect6 de manera aislada en aproximadamente 50 nucleos celulares por carga dentro de una regién marcada bajo
empleo del sistema de microinyeccién AlS de la firma Carl Zeiss, Géttingen, Alemania. A continuacién se incubaron
las células otras 3 horas. Para la microinyeccion se prepararon capilares de vidrio de silicato bérico de la firma
Hilgenberg GmBH, Malsfeld, Alemania, con un diametro de punta por debajo de 0,5 um. Se llevé a cabo la
microinyeccion con un micromanipulador de la firma Narishige Scientific Instrument Lab., Tokio, Japdn. El tiempo de
inyeccion ascendié a 0,8 segundos, la presién aproximadamente a 100 hPa. Para la transfeccion se emple6 el
plasmido pCADN-YFP, que contenia un fragmento BamHI/EcoRI de aproximadamente 800 bp de tamafio con el gen
de YFP en el vector pcADN3. Las muestras inyectadas en los nucleos celulares contenian 0,01 ug/ul de pCADN-
YFP, asi como Texas-Rot copulado en dextrano-70.000 en NaCl 14 mM, KCI 3 mM, KPO4s 10 mM, pH 7,5.
Adicionalmente se afiadieron unos 100 pl de ARN con una concentracion de 1 pM, o bien 375 uM en el caso de L-
dsARN.

Se analizaron las células por medio de un microscopio de fluorescencia en el caso de excitacién con luz de
longitudes de onda de excitacion de Texas-Rot, 568 nm, o bien de YFP, 488 nm. Se documentaron células aisladas
por medio de una camara digital. Las figuras 4a-e muestran el resultado para células NIH3T3. En el caso de las
células mostradas en la figura 4a se ha inyectado YFP-ssARN sentido, en la figura 4b YFP-ssARN antisentido, en la
figura 4c dsARN-YFP, en la figura 4d no se ha inyectado ARN y en la figura 4e se ha inyectado LdSARN.

El campo izquierdo respectivamente muestra la fluorescencia de células que se excitaron con 568 nm. A la derecha
se puede ver la fluorescencia de las mismas células en el caso de excitaciéon con 488 nm. La fluorescencia de
Texas-Rot de todas las células representadas muestra que la disolucion de inyeccion se aplicé con éxito en los
ndcleos celulares, y las células afectadas estaban aun vivas después de 3 horas. Las células muertas ya no
mostraban fluorescencia de Texas-Rot.

[0047] Los campos derechos respectivamente de las figuras 4a y 4b muestran que la expresién de YFP no se inhibio
de manera visible en el caso de inyeccién de ARN de hebra simple en los nucleos celulares. El campo derecho de la
figura 4c muestra células cuya fluorescencia de YFP ya no era identificable tras la inyeccién de dsARN-YFP. La
figura 4d muestra como control células en las que no se habia inyectado ARN. La célula representada en la figura 4e
muestra, a través de la inyeccion de L-dsARN, que presenta regiones de secuencias homologas al gen de YFP, una
fluorescencia de YFP ya no identificable. Este resultado justifica que también los dsARN mas cortos se pueden
emplear para la inhibicion especifica de la expresion génica en mamiferos, si se estabilizan las hebras dobles
mediante enlace quimico de las hebras simples.

Se describen ademas los siguientes puntos:

1. Oligorribonucledtido con estructura de hebra doble (dsARN) para inhibir la expresion de un gen diana
predeterminado en células de mamiferos, donde el dsARN presenta entre 15 y 49 pares de bases, presentando una
hebra de dsARN una regién | complementaria al gen diana al menos por segmentos, que presenta a lo sumo 49
pares de nucleétidos sucesivos, y estando formada una region Il complementaria dentro de la estructura de hebra
doble por dos hebras simples de ARN separadas 10.

2. DsARN segun el punto 1, donde el dsARN presenta entre 15y 21 pares de bases.

3. DsARN seguln uno de los puntos 1 6 2, donde el dsARN presenta entre 21 y 49 pares de bases.

4. DsARN segun uno de los puntos precedentes, donde el dsARN presenta 21 pares de bases.

5. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo seleccionado el gen diana a partir del siguiente grupo:

oncogén, gen de citoquina, gen de proteina Id, gen de desarrollo, gen PKR, gen prion.
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6. DSARN segun uno de los puntos precedentes, donde la region | es totalmente complementaria con respecto al
gen diana.

7. DsARN segun uno de los puntos precedentes, presentandose el dsARN empaquetado en estructuras micelares,
preferentemente en liposomas.

8. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando incluido el dsARN en céapsidas virales naturales, o en
capsidas artificiales obtenidas por via quimica o enzimatica, o estructuras derivadas de las mismas.

9. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo el gen diana componente de un virus o de un viroide.
10. DsARN segun el punto 9, siendo el virus, un virus o viroide patdgeno humano.
11. DsARN segun el punto 9, siendo el virus o viroide un virus o viroide patégeno animal.

12. DsARN segun uno de los puntos precedentes, presentando el dsARN configuracién de hebra doble al menos por
segmentos.

13. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando modificados los extremos de dsARN para contrarrestar
una degradacion en las células de mamiferos o una disociacion en las hebras simples.

14. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo elevada la cohesion de la region complementaria I,
ocasionada por los pares de nucleétidos, a través de al menos uno, preferentemente dos enlaces quimicos
adicionales.

15. DsARN segln uno de los puntos precedentes, donde el enlace quimico esta formado por una unién covalente o
ibnica, un enlace por puentes de hidrégeno, interacciones hidréfobas, preferentemente interacciones de van-der-
Waals o de apilamiento, 0 mediante coordinacion de iones metalicos.

16. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo obtenido el enlace quimico en al menos uno,
preferentemente en ambos extremos de la region complementaria II.

17. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando formado el enlace quimico por medio de uno o varios
grupos de enlace, siendo los grupos de enlace preferentemente cadenas de poli-(oxifosfinicooxi-1,3-propanodiol) y/o
polietilenglicol.

18. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo formado el enlace quimico a través de analogos de purina
utilizados en las regiones Il complementarias en lugar de purinas.

19. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando formado el enlace quimico a través de unidades
azabenceno introducidas en las regiones Il complementarias.

20. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando formado el enlace quimico a través de analogos de
nucleétidos ramificados utilizados en lugar de nucleétidos en las regiones 1l complementarias.

21. DsARN segun uno de los puntos precedentes, utilizadndose para la obtencién del enlace quimico al menos uno
de los siguientes grupos: azul de metileno; grupos bifuncionales, preferentemente bis-(2-cloroetil)-amina; N-acetil-N'-
(p-glioxil-benzoil)-cistamina; 4-tiouracilo; psoraleno.

22. DsARN segun uno de los puntos precedentes, formandose el enlace quimico mediante grupos tiofosforilo
previstos en los extremos de la region de hebra doble.

23. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo el enlace quimico enlaces de triple hélice previstos en los
extremos de la region de hebra doble.

24. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando modificados los nucleétidos de dsARN.

25. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando sustituido al menos un grupo 2’-hidroxilo de los
nucleétidos del dsARN en la regién complementaria Il por un grupo quimico, preferentemente un grupo 2’-amino, o
2’-metilo.
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26. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo al menos un nucleétido en al menos una hebra de la
regiéon Il complementaria un “locked nucleotide” con un anillo sacarico modificado quimicamente, preferentemente
por medio de un puente 2’-0, 4’-C-metileno.

27. DsARN segun uno de los puntos precedentes, enlazandose el dsARN a al menos una proteina envolvente viral
procedente de un virus, derivado del mismo, u obtenida sintéticamente, asociandose con la misma, o envolviéndose
por la misma.

28. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo la proteina envolvente derivada del virus de polioma.

29. DsARN segun uno de los puntos precedentes, conteniendo la proteina envolvente la proteina viral 1 (VP1) y/o la
proteina viral 2 (VP2) del virus de polioma.

30. DsARN segun uno de los puntos precedentes, estando orientado un lado al interior de la capsida o estructura de
tipo capsida, en el caso de formacion de una capsida o estructura de tipo capsida a partir de la proteina envolvente.

31. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo el dSARN complementario al elemento de transcripcion de
ARN primario o procesado del gen diana.

32. DsARN segun uno de los puntos precedentes, siendo las células de mamifero células humanas.

33. Oligorribonucledtido con estructura de hebra doble (dsARN) para inhibir la expresiébn de un gen diana
predeterminado en células de mamiferos, donde el dsARN presenta entre 15 y 49 pares de bases, presentando una
hebra de dsARN una regién | complementaria al gen diana, que presenta a lo sumo 49 pares de nucle6tidos
sucesivos, y estando formada una region Il complementaria dentro de la estructura de hebra doble por dos hebras
simples de ARN separadas, donde el oligorribonucleétido presenta en total una secuencia de nucleétidos definida
por la regién I, donde la regién | presenta la misma longitud que el dsARN.

Protocolo de secuencia
<110> Alnylam Europe AG
<120> Oligorribonucledtido para la inhibicién de la expresiéon de un gen predeterminado
<130> 453722EH

<140>

<141>

<150> 199 03 713.2
<151> 1999-01-30

<150> 199 56 568.6
<151> 1999-11-24

<160> 8

<170> PatentIn Ver. 2.1.
<210>1

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de la secuencia artificial:

punto de corte EcoRI, promotor de polimerasa T7-ARN
<400> 1

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 45
<210> 2

<211>50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:

punto de corte BamHI, promotor de polimerasa SP6-RNA
<400> 2

gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 50
<210> 3

<211> 340

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia atrtificial: ARN, que corresponde a una secuencia de “positive control DNA” del kit

de transcripcidon HelLa-Scribe Nuclear Extract in vitro de la firma Promega

<400> 3
UCaJAUCcuUCy agaagouuua augocgguagu uuaucacagu
g cacc gugua uga aaucuaa Caaugcgou c au EE'L'I.C Aucc
gouguaggca uaggcuuggu uaugooggua cugocgggec
ucocgacagoa ucgocaguca cuaugocgug cugcuagogo
CUAUgCgCac Coguucucgd agtacugucs gaccgcuuug
gouucgouac Uuuggagocac uaucgacuac gogaucaugg

<210>4

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ADN, que corresponde a una secuencia de “positive control DNA” del kit

uaaauvugcua
usggcacogu
ucuugeggga
uavaugeguu
goegocgocs

de transcripcidon HeLaScribe Nuclear Extract in vitro de la firma Promega

11

acgcagucag
caccouggau
uaucguecaun
gaugcaauuy
aguccugouc

&0

1za
180
240
300
3440
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<400> 4
tcagatetet
goaccgkgta
gocbgtaggca
tcocgacagea
ctatgogeae
gcbtegetac
acc

<210>5

<211>315

<212> ARN

ES 2597953 T3

agaagcttta atgoggtagk ttatcacagt tasatbgota acgeagtcag &0

tgaaatctAaa caatgogotc atcgtcatca teggcacocgt caccoctggat 120

taggcttggt
tcgocagtca
cogtbctogy
ctggagcoccac

<213> Secuencia artificial

<220>

tatgccggta
ctatggogtg
agcactgtee

tatcgactac

ctgcoggges tcttgegoga tatcghtocat

ctgctagoge tatatgogtt gatgcaattt

gaccgctitg gecgoogoco agteckgete

gogatcatog cgaccacacc cgtcotghtgg

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia del gen YFP

<400> 5
auggugagca
ggCgacguaa
ggcaagouga
cucgugacca
cagcacgacu
uucaaggacg

<210> 6

<211>52

<212> ADN

agggcygagga
acggccacaa
cocugaaguu
coougacoua

ucuucaaguc

acgge

<213> Secuencia artificial

<220>

gouguucace
guucagegug

caucugcacc

cggogugcag

cgoccaugooc

<223> Descripcion de la secuencia artificial:

gg9gguggugc
uCcggogang
accggoaage
ugouucages

Jaaggcuacyg

punto de corte EcoRI, promotor de polimerasa T7-ARN,

regién complementaria al gen YPF

<400> 6

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52

<210>7

<211> 53

<212> ADN

12

coauccusgu
gcgagggcga
ugcocgugec
gouaccooga

uccaggageg

cgagcuggac
ugccaccuac
cuggcocace
ccacaugaag

caccaucuuc

180
240
300
380
363

=]

120
180
240
300
315
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial:

punto de corte BamHI, promotor de polimerasa SP6-RNA,
region complementaria al gen YPF

<400>7

gggatccatt taggtgacac tatagaatac gccgtcgtcc ttgaagaaga tgg 53
<210>8

<211>21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: ARN, que corresponde a una secuencia del gen YFP
<400> 8

ucgagcugga cggcgacgua a 21
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REIVINDICACIONES

1. Oligorribonucledtido con estructura de hebra doble (dsARN) para inhibir la expresion de un gen diana
predeterminado en células de mamiferos, donde el dsARN presenta entre 15 y 49 pares de bases, y una hebra del
dsARN presenta una region | complementaria al gen diana al menos por segmentos, la cual presenta como maximo
49 pares de nucledtidos sucesivos, y una region Il complementaria dentro de la estructura de hebra doble esta
formada por dos hebras individuales separadas de ARN, donde los nucleétidos del dsARN estan modificados, donde
al menos un grupo 2'-hidroxilo de los nucleétidos del dsARN esta reemplazado por un grupo quimico en la regién
complementaria Il.

2. Medicamento con al menos un oligorribonucleétido que presenta entre 15 y 49 pares de bases, con estructura de
hebra doble (dsARN) para inhibir la expresién de un gen diana predeterminado en células de mamiferos, donde una
hebra del dsARN presenta una regiéon | complementaria al gen diana al menos por segmentos, la cual presenta
como maximo 49 pares de nucleétidos sucesivos, y una region Il complementaria dentro de la estructura de hebra
doble estd formada por dos hebras individuales separadas de ARN, donde los nucleétidos del dsARN estan
modificados, donde al menos un grupo 2'-hidroxilo de los nucleétidos del dsARN esta reemplazado por un grupo
guimico en la regién complementaria Il.

3. Utilizacion de un oligorribonucle6tido que presenta entre 15 y 49 pares de bases, con estructura de hebra doble
(dsARN) para producir un medicamento para inhibir la expresién de un gen diana predeterminado en células de
mamiferos, donde una hebra del dsARN presenta una region | complementaria al gen diana al menos por
segmentos, la cual presenta como maximo 49 pares de nucledtidos sucesivos, y una region Il complementaria
dentro de la estructura de hebra doble esta formada por dos hebras individuales separadas de ARN, donde los
nucleétidos del dsARN estan modificados, donde al menos un grupo 2'-hidroxilo de los nucleétidos del dsARN esta
reemplazado por un grupo quimico en la regién complementaria II.

4. DsARN segun la reivindicacion 1, medicamento segin la reivindicacién 2 o utilizacién segun la reivindicacién 3,
donde el dsARN se presenta en estructuras micelares, preferentemente en liposomas.

5. DSARN, medicamento o utilizacién segun una de las reivindicaciones precedentes, estando incluido el dsARN en
capsidas virales naturales, o en capsidas artificiales obtenidas por via quimica o enzimatica, o estructuras derivadas
de las mismas.

6. DsARN, medicamento o utilizacion segin una de las reivindicaciones precedentes, siendo el gen diana
componente de un virus.

7. DsARN, medicamento o utilizacién segun la reivindicacion 6, en donde el virus es un virus patdgeno humano o
patégeno animal.

8. DsARN, medicamento o utilizacion segin una de las reivindicaciones precedentes, en donde los extremos de
dsARN estan modificados para contrarrestar una degradacion en las células de mamiferos o una disociacion en las
hebras simples.

9. DsSARN, medicamento o utilizacién segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde la cohesion de la
region complementaria 1l, ocasionada por los pares de nucleétidos, es aumentada a través de al menos uno,
preferentemente dos enlaces quimicos adicionales.

10. DsARN, medicamento o utilizacién segun la reivindicacion 9, donde el enlace quimico esta formado por una
unién covalente o idnica, un enlace por puentes de hidrégeno, interacciones hidréfobas, preferentemente
interacciones de van-der-Waals o de apilamiento, o mediante coordinacion de iones metdlicos.

11. DsARN, medicamento o utilizacion segun la reivindicacion 9 6 10, en donde el enlace quimico se obtiene en al
menos uno, preferentemente en ambos extremos de la region complementaria Il.

12. DsARN, medicamento o utilizaciéon segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde el dsARN se enlaza
a al menos una proteina envolvente viral procedente de un virus, derivado del mismo, u obtenida sintéticamente,
asociandose con la misma, o envolviéndose por la misma.

13. DsARN, medicamento o utilizacién segun la reivindicaciéon 12, en donde, en el caso de formacion de una capsida
0 estructura de tipo capsida a partir de la proteina envolvente, un lado esta orientado al interior de la capsida o
estructura de tipo capsida..

14. DsARN, medicamento o utilizacion segin una de las reivindicaciones precedentes, en donde las células de
mamifero son células humanas.
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Fig. 2
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Fig. 4 a
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Fig. 4
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Fig. 4 d

Fig.4 e

FIGURA 4 (continuacion)
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