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DESCRIPCION
Composiciones de ARN interferente asimétrico y uso de las mismas.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El silenciamiento génico a través de ARNi (ARN de interferencia) mediante el uso de ARN interferente pequefio o
corto (siRNA) ha surgido como una poderosa herramienta para la biologia molecular y tiene el potencial de ser
utilizado con fines terapéuticos (de Fougerolles y col., 2007; Kim y Rossi, 2007).

El ARNi puede emplearse teéricamente para atenuar o silenciar cualquier gen de la enfermedad con especificidad y
potencia. Las posibles aplicaciones del ARNi para fines terapéuticos son extensas e incluyen enfermedades
genéticas, epigenéticas, e infecciosas, a condicion de que se identifique un gen causante de la enfermedad.

Sin embargo, aparte del prominente problema de administracion, el desarrollo de farmacos basados en ARNi se
enfrenta a los desafios de la limitada eficacia del siRNA, los efectos no especificos del siRNA, tal como respuestas
tipo interferén y el silenciamiento génico no especifico mediado por una cadena codificante, y el prohibitivo o alto
coste asociado a la sintesis de siRNA. La eficacia del silenciamiento génico por siRNA se limita a aproximadamente
el 50 % o menos para la mayoria de genes en células de mamiferos. La fabricacién de estas moléculas es costosa
(mucho mas costosa que la fabricacion de desoxinucleétidos no codificantes), ineficiente, y requiere modificacion
quimica. Finalmente, la observacion de que la administracion extracelular de siRNA sintéticos puede desencadenar
respuestas tipo interferéon ha afiadido una barrera importante para la investigacion basada en el ARNi y el desarrollo
terapéutico basado en ARNi.

El ARNi puede activarse selectivamente por ARN interferente corto sintético (siRNA) o elementos genéticos que
codifican ARN de horquilla cortos (shRNA) que posteriormente se escinden en siRNA por la enzima tipo
ribonucleasa lll, Dicer. El mecanismo bioquimico de silenciamiento génico, ain no entendido completamente, parece
implicar un complejo de silenciamiento inducido por ARN multi-proteina (RISC). RISC se une, se desenrolla, e
incorpora la cadena de siRNA no codificante, que después reconoce y dirige ARNm perfectamente complementarios
para la escisién, reduciendo de ese modo la expresion génica. El potente silenciamiento génico (1-10 dias) es
atribuible a las propiedades cataliticas del complejo RISC. La potencia del ARNi se deriva de la exquisita
especificidad que se puede lograr. Sin embargo, se sabe que ocurren efectos del ARNi no especificos. Otro efecto
secundario importante es la activacion de la respuesta tipo interferéon por siRNA, que estd mediada a través de los
receptores de proteina cinasa dependiente de dsRNA (PKR) y los receptores de tipo Toll (TLR). La capacidad para
inducir una respuesta de tipo interferon por siRNA se determina principalmente por su longitud. (ibidem.)

Para el silenciamiento génico en células de mamiferos, la técnica actual ensefa que la estructura del siRNA es un
ARN bicatenario simétrico con una longitud de 19-21 nucledtidos y salientes 3' en ambos extremos para ser eficaz
en células de mamifero y para evitar respuestas celulares innatas "antiviricas". (ibidem.) Actualmente esta bien
establecido en el campo que esta estructura "optima" todavia puede desencadenar respuestas de interferén, y
plantean retos importantes para el desarrollo de la investigacion basada en el ARNi y productos terapéuticos
basados en ARNi (Sledz y col., 2003).

El documento WO 2005/079533 describe composiciones para mediar el silenciamiento génico. El siRNA descrito
puede ser canodnico o tener extremos no canoénicos.

Leuschner Philipp J.F. y col. (2006, EMBO Reports vol. 7, n.° 3 pags. 314-320) describe la escision de la cadena
acompariante de siRNA durante el ensamblaje RISC en células humanas. Todos los duplex de siRNA descritos
contienen salientes 2 nt simétricos en el extremo 3'.

El documento WO 2009/078685 describe siRNA que comprende una cadena no codificante de 19 a 21 nt y una
cadena codificante de 15-19 nt que tiene una secuencia complementaria a la secuencia no codificante, en el que el
extremo 5' de la cadena no codificante tiene un extremo romo y el extremo 3' de la cadena no codificante tiene un
saliente.

Existe la necesidad de desarrollar nuevos enfoques para ARNi eficaz en células de mamifero a través de un
novedoso disefio de siRNA que tenga mejor eficacia y potencia, rapido inicio de accién, una mejor durabilidad, y una
longitud mas corta del duplex de ARN para evitar una respuesta de tipo interferén no especifica y reducir el coste de
la sintesis para la investigacion y el desarrollo farmacéutico de productos terapéuticos de ARNi.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion trata sobre un sorprendente descubrimiento de una nueva clase de ARN duplex pequefio que
puede inducir el silenciamiento génico potente en células de mamifero, que se denomina en el presente documento
ARN interferentes asimétricos (aiRNA). El sello distintivo de esta nueva clase de inductores de ARNi es la asimetria
de la longitud de las dos cadenas de ARN. Tal disefio estructural novedoso no sélo es funcionalmente potente en la
realizacién del silenciamiento génico, sino que ofrece varias ventajas sobre los siRNA del estado de la técnica
actual. Entre las ventajas, aiRNA puede tener una estructura duplex de ARN de longitud mucho mas corta que el
siRNA actual, lo que deberia reducir el coste de la sintesis y suprimir/reducir la activacién dependiente de la longitud
de las respuestas de tipo interferon no especificas. Ademas, la asimetria de la estructura de aiRNA suprime/reduce
los efectos no especificos mediados por cadena codificante. Ademas, aiRNA es mas eficaz, potente, de inicio rapido,
y duradero que siRNA en la induccion del silenciamiento génico. Puede usarse aiRNA en todas las areas en las que
el siRNA o shRNA actual se estan aplicando o se completa que se usen, incluyendo la investigacion bioldgica,
investigacion de | + D en biotecnologia y la industria farmacéutica, y las terapias basadas en el ARNi.

La presente invencion proporciona una molécula duplex de ARN interferente asimétrico que consiste en:

una cadena no codificante, que consiste en 19-23 nucleétidos, en la que la cadena no codificante contiene
un saliente 3' y un saliente 5', y en la que el saliente 3' consiste en nucleétidos de ARN, y
una cadena codificante, que consiste en 14-17 nucleétidos,

en la que la cadena codificante es al menos un 70 % complementaria a la cadena no codificante,

en la que la cadena no codificante es al menos un 70 % complementaria a un ARNm diana; y

en la que la cadena no codificante y la cadena codificante forman una regién bicatenaria de 14, 15, 16 o 17 pares de
bases nucleotidicas.

También se describe una molécula de ARN duplex que comprende una primera cadena con una longitud de 18-23
nucledtidos y una segunda cadena con una longitud de 12-17 nucledtidos, en la que la segunda cadena es
sustancialmente complementaria a la primera cadena, y forma una regién bicatenaria con la primera cadena, en la
que la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-9 nucleétidos, y un saliente 5' de 0-8 nucledtidos, en la que dicha
molécula de ARN duplex es capaz de realizar el silenciamiento génico selectivo en una célula eucariota.

En una realizacion, la primera cadena comprende una secuencia que es sustancialmente complementaria a una
secuencia de ARNm diana. En una realizacion adicional, la primera cadena comprende una secuencia que es al
menos un 70 por ciento complementaria a una secuencia de ARNm diana. En otra realizacion, la célula eucariota es
una célula de mamifero o una célula de ave.

En una realizacion, al menos un nucleétido de la secuencia del saliente 5' se selecciona entre el grupo que consiste
en A, U, ydT.

En una realizacién, el contenido de GC de la regién bicatenaria es del 30 %-70 %.
En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 19-22 nucleétidos.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 21 nucleétidos. En una realizacién adicional, la segunda
cadena tiene una longitud de 14-16 nucleétidos.

En una realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 21 nucleétidos, y la segunda cadena tiene una longitud
de 15 nucledtidos. En una realizacion adicional, la primera cadena tiene un saliente 3' de 2-4 nucleétidos. Aun en
una realizacion adicional, la primera cadena tiene un saliente 3' de 3 nucleétidos.

En una realizacién, la molécula de ARN duplex contiene al menos un nucledtido modificado o su analogo. En una
realizacion adicional, el al menos un nucleétido modificado o su analogo es un ribonucleétido modificado en azucar,
estructura y/o base. AlUn en una realizacién adicional, el ribonucleétido modificado en estructura tiene una
modificacion en un enlace fosfodiéster con otro ribonucleétido. En una realizacion, el enlace fosfodiéster esta
modificado para incluir al menos uno de un heteroatomo de nitrégeno o azufre. En otra realizacion, el analogo
nucleotidico es un ribonucleétido modificado en estructura que contiene un grupo fosfotioato.
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En una realizacién, el al menos un nucleétido modificado o su analogo es una base inusual o una base modificada.
En otra realizacion, el al menos un nucleétido modificado o su analogo comprende inosina, o una base tritilada.

En una realizacion adicional, el andlogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en azucar, en el que el grupo
2'-OH se reemplaza por un grupo seleccionado entre H, OR, R, halo, SH, SR, NHz, NHR, NRz, o CN, en el que cada
R es independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo C1-C6, y haloes F, Cl, Bro I.

En una realizacion, la primera cadena comprende al menos un desoxinucleétido. En una realizacién adicional, los al
menos un desoxinucledtidos estan en una o mas regiones seleccionadas entre el grupo que consiste en un saliente
3', un saliente 5', y una regién bicatenaria. En otra realizacién, la segunda cadena comprende al menos un
desoxinucledtido.

La molécula de ARN duplex de la reivindicacion 1 puede servir para su uso en un método de modulacion de la
expresion génica en una célula o un organismo, que comprende las etapas de poner en contacto dicha célula u
organismo con la molécula de ARN duplex de la reivindicacion 1 en condiciones en las que puede producirse un
silenciamiento génico selectivo, y mediar un silenciamiento génico selectivo realizado por la molécula de ARN duplex
hacia un gen diana o acido nucleico que tiene una porcién de secuencia sustancialmente correspondiente al ARN
bicatenario. En una realizacién adicional, dicha etapa de contacto comprende la etapa de introducir dicha molécula
de ARN duplex en una célula diana en cultivo o en un organismo en el que puede producirse un silenciamiento
génico selectivo. Aun en una realizacién adicional, la etapa de introduccion se selecciona entre el grupo que consiste
en transfeccion, lipofeccion, electroporacion, infeccion, inyeccidén, administracion oral, inhalacion administracion
tépica y regional. En otra realizacion, la etapa de introduccion comprende usar un excipiente, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable seleccionado entre el grupo que consiste en un vehiculo farmacéutico, un vehiculo de
carga positiva, un liposoma, un vehiculo de proteina, un polimero, una nanoparticula, una nanoemulsién, un lipido y
un lipoide.

En una realizacién, el método de modulacién se usa para determinar la funcion o utilidad de un gen en una célula o
un organismo.

En una realizacién, el método de modulaciéon se usa para tratar o prevenir una enfermedad o una afeccién no
deseable.

En una realizacion, el gen diana esta asociado a una enfermedad, una afeccion patolégica, o una afeccion no
deseable en un mamifero. En una realizacion adicional, el gen diana es un gen de un microorganismo patdgeno.
Aun en una realizacion adicional, el gen diana es un gen virico. En otra realizacion, el gen diana es un gen asociado
a tumor. En ofra realizacion mas, el gen diana es un gen asociado a una enfermedad seleccionada entre el grupo
que consiste en enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias, enfermedades degenerativas,
enfermedades infecciosas, enfermedades proliferativas, enfermedades metabdlicas, trastornos mediados por
procesos inmunitarios, enfermedades alérgicas, enfermedades dermatoldgicas, enfermedades neoplasicas,
trastornos gastrointestinales, trastornos respiratorios, trastornos cardiovasculares, trastornos renales, trastornos
reumatoides, trastornos neuroldgicos, trastornos endocrinos y envejecimiento.

La presente divulgacién proporciona un reactivo de investigacién. El reactivo comprende la molécula de ARN duplex.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente un kit. El kit comprende una primera cadena de ARN con una
longitud de 18-23 nucledtidos y una segunda cadena de ARN con una longitud de 12-17 nucledtidos, en el que la
segunda cadena es sustancialmente complementaria a la primera cadena, y es capaz de formar una molécula de
ARN duplex con la primera cadena, en el que la molécula de ARN duplex tiene un saliente 3' de 1-9 nucledtidos, y
un saliente 5' de 0-8 nucledtidos, en el que dicha molécula de ARN duplex es capaz de realizar un silenciamiento
génico especifico de secuencia en una célula eucariota.

La presente divulgacion también proporciona un método para preparar la molécula de ARN duplex. El método
comprende las etapas de sintetizar la primera cadena y la segunda cadena, y combinar las cadenas sintetizadas en
condiciones, en las que la molécula de ARN duplex se forma, que sea capaz de realizar un silenciamiento génico
especifico de secuencia. EI método puede comprender adicionalmente una etapa de introducir al menos un
nucleétido modificado o su analogo en la molécula de ARN duplex durante la etapa de sintetizacion, después de la
etapa de sintetizacion y antes de la etapa de combinacién, o después de la etapa de combinacién. En otra
realizacion, las cadenas de ARN se sintetizan quimicamente, o se sintetizan biol6gicamente.
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La presente divulgacion proporciona un vector de expresion. El vector comprende un acido nucleico o acidos
nucleicos que codifican la molécula de ARN duplex unida operativamente al menos a una secuencia de control de la
expresion. El vector puede comprender un primer acido nucleico que codifica la primera cadena unida
operativamente a una primera secuencia de control de la expresién, y un segundo acido nucleico que codifica la
segunda cadena unida operativamente a una segunda secuencia de control de la expresion. El vector puede ser un
vector de expresion virica, eucariota o bacteriana.

La presente divulgacion también proporciona una célula. La célula puede comprender el vector. La célula puede
comprender la molécula de ARN duplex. La célula puede ser una célula de mamifero, de ave o bacteriana.

La presente invencion proporciona una molécula de ARN duplex. La molécula de ARN duplex comprende una
primera cadena y una segunda cadena, en la que la primera cadena es mayor que la segunda cadena, en la que la
segunda cadena es sustancialmente complementaria a la primera cadena, y forma una regién bicatenaria con la
primera cadena, en la que dicha molécula de ARN duplex es capaz de realizar un silenciamiento génico selectivo en
una célula eucariota. En aspectos de la divulgacion, los dos extremos de la molécula de ARN duplex se seleccionan
independientemente entre el grupo que consiste en un saliente 3' de 1-10 nucledtidos, un saliente ' de 0-10
nucledtidos, y un extremo romo. En una realizacion, la primera cadena es sustancialmente complementaria a una
secuencia de ARNm diana. En un aspecto alternativo de esta divulgacion, la segunda cadena es sustancialmente
complementaria a una secuencia de ARNm diana. En una realizacion, la célula eucariota es una célula de mamifero
o una célula de ave. En ofra realizacion, la molécula de ARN duplex es una molécula de ARN duplex aislada.

En un aspecto, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-8 nucledtidos y un saliente 5' de 1-8 nucleétidos.
En otro aspecto, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-10 nucleétidos y un extremo romo.
Aun en otro aspecto mas, la primera cadena tiene un saliente 5' de 1-10 nucleétidos y un extremo romo.

En un aspecto alternativo, el duplex de ARN tiene dos salientes 5' de 1-8 nucledtidos, o dos salientes 3' de 1-10
nucledtidos.

En un aspecto, la primera cadena tiene una longitud de 12-100 nucleétidos, de 12-30 nucleétidos, de 18-23
nucledtidos, de 19-25 nucledtidos. En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 21 nucledétidos.

En otro aspecto, la segunda cadena tiene una longitud de 5-30 nucleétidos, 12-22 nucleétidos, 12-17 nucleétidos. En
una realizacion, la segunda cadena tiene una longitud de 15 nucledétidos.

En un aspecto, la primera cadena tiene una longitud de 12-30 nucledtidos, y la segunda cadena tiene una longitud
de 10-29 nucledtidos, con la condicidon de que cuando la regién bicatenaria sea de 27 pb, ambos extremos de la
molécula de ARN sean independientemente un saliente 3' o un saliente 5. En un aspecto adicional, la primera
cadena tiene una longitud de 18-23 nucleétidos, y la segunda cadena tiene una longitud de 12-17 nucleétidos.

En otro aspecto, la primera cadena tiene una longitud de 19-25 nucleétidos, y la segunda cadena tiene una longitud
de 12-17 nucledtidos.

En un aspecto alternativo, la primera cadena tiene una longitud de 19-25 nucleétidos, y la segunda cadena tiene una
longitud de 18-24 nucledtidos,

con la condicién de que cuando la primera cadena sea
5'-UUCGAAGUAUUCCGCGUACGU
5'-UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG o
5'-CGAAGUAUUCCGCGUACGUGA

la segunda cadena tenga una longitud de como mucho 17 nucledtidos, o contenga al menos una incompatibilidad
con la primera cadena, o contenga al menos una modificacion.

En un aspecto, la primera cadena tiene una longitud de 21 nucleétidos y la segunda cadena tiene una longitud de
12-17 nucledtidos, o 14-16 nucledtidos.

En un aspecto, la primera cadena es de 1-10 nucleétidos mayor que la segunda cadena.
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En un aspecto, el saliente 3' tiene una longitud de 2-6 nucleétidos.
En otro aspecto, el saliente 5' tiene una longitud de 0-5 nucledtidos.

En un aspecto, el silenciamiento génico comprende uno o dos, o cada uno de ARN de interferencia, modulacion de
la traduccién, y modulaciones epigenéticas de ADN.

En un aspecto, la molécula de ARN duplex comprende adicionalmente una mella en al menos una de dicha primera
y segunda cadenas.

En otro aspecto, la region bicatenaria comprende un hueco de uno o mas nucledtidos.
En una realizacién, al menos un nucleétido del saliente 5' no es complementario a la secuencia de ARNm diana.
En otra realizacion, al menos un nucleétido del saliente 5' se selecciona entre el grupo que consiste en A, U, y dT.

En una realizacion, la molécula de ARN duplex se conjuga con una entidad seleccionada entre el grupo que consiste
en péptido, anticuerpo, polimero, lipido, oligonucleétido, colesterol y adaptamero.

En una realizacién, la molécula de ARN comprende adicionalmente al menos un nucledétido desajustado o desigual.
En otra realizacion, el contenido de GC de la region bicatenaria es del 20-70 %.
En una realizacion, el saliente 3' y/o el saliente 5' se estabilizan contra la degradacion.

En una realizacién, la molécula de ARN duplex contiene al menos un nucleétido modificado o su analogo. En una
realizacién adicional, el al menos un nucleétido modificado o su analogo es un ribonucleétido modificado en azucar,
estructura y/o base. En una realizacion adicional, el ribonucleétido modificado en estructura tiene una modificaciéon
en un enlace fosfodiéster con otro ribonucleétido. En otra realizacion, el enlace fosfodiéster esta modificado para
incluir al menos uno de un heteroatomo de nitrégeno o azufre. En otra realizacién mas, el analogo nucleotidico es un
ribonucleétido modificado en estructura que contiene un grupo fosfotioato.

En una realizacién, el al menos un nucleétido modificado o su analogo comprende una base no natural o una base
modificada. En otra realizacién, el al menos un nucleétido modificado o su analogo comprende inosina, o una base
tritilada.

En una realizacién adicional, el andlogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en azucar, en el que el grupo
2'-OH se reemplaza por un grupo seleccionado entre H, OR, R, halo, SH, SR, NH, NIIR, NRz) o CN, en el que cada
R es independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo C1-C6, y halo es F, Cl, Bro I.

En una realizacion, la primera cadena comprende al menos un desoxinucleétido. En una realizacién adicional, los al
menos un desoxinucledtidos estan en una o mas regiones seleccionadas entre el grupo que consiste en un saliente
3', un saliente 5', y una region bicatenaria proxima al extremo 5' de la primera cadena. En ofra realizacién, la
segunda cadena comprende al menos un desoxinucleoétido.

La presente invencion se refiere también a la modulacion de la expresion génica en una célula o un organismo. La
molécula de ARN duplex de la reivindicacién 1 es para su uso en un método de modulacién de la expresién génica
en una célula o un organismo, comprendiendo el método poner en contacto la célula u organismo con la molécula de
ARN duplex en condiciones en las que puede producirse un silenciamiento génico selectivo,

y mediar un silenciamiento génico selectivo realizado por el ARN bicatenario hacia un acido nucleico diana que tiene
una porcion de secuencia sustancialmente correspondiente al ARN bicatenario. En una realizacién adicional, dicho
contacto comprende la etapa de introducir dicha molécula de ARN duplex en una célula diana en cultivo o en un
organismo en el que puede producirse un silenciamiento génico selectivo. Aln en una realizacién adicional, la etapa
de introduccion se selecciona entre el grupo que consiste en transfeccion, lipofeccion, electroporacion, infeccion,
inyeccion, administracion oral, inhalacion administracién tépica y regional. En otra realizacién, la etapa de
introduccién comprende usar un excipiente, vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable seleccionado entre el
grupo que consiste en un vehiculo farmacéutico, un vehiculo de carga positiva, un liposoma, un vehiculo de
proteina, un polimero, una nanoparticula, una nanoemulsion, un lipido y un lipoide. En una realizacion, el método de
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modulacion se usa para modular la expresién de un gen en una célula o un organismo.

En otra realizacion, el método de modulacién se usa para tratar o prevenir una enfermedad o una afeccién no
deseable.

En una realizacion, el gen diana es un gen asociado a enfermedades humanas o animales. En una realizacion
adicional, el gen es un gen de un microorganismo patégeno. Aun en una realizacion adicional, el gen diana es un
gen virico. En otra realizacién, el gen es un gen asociado a tumor.

En otra realizacion mas, el gen diana es un gen asociado a una enfermedad seleccionada entre el grupo que
consiste en enfermedades autoinmunes, enfermedades inflamatorias, enfermedades degenerativas, enfermedades
infecciosas, enfermedades proliferativas, enfermedades metabdlicas, trastornos mediados por procesos
inmunitarios, enfermedades alérgicas, enfermedades dermatoldgicas, enfermedades neoplasicas, trastornos
gastrointestinales, trastornos respiratorios, trastornos cardiovasculares, trastornos renales, trastornos reumatoides,
trastornos neuroldgicos, trastornos endocrinos y envejecimiento.

El método de modulacién también puede usarse para estudiar la diana farmacoldgica in vitro o in vivo.
La presente divulgacion proporciona un reactivo que comprende la molécula de ARN duplex.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente un kit. El kit comprende una primera cadena de ARN y una
segunda cadena de ARN, en el que la primera cadena es mayor que la segunda cadena, en el que la segunda
cadena es sustancialmente complementaria a la primera cadena, y capaz de formar una molécula de ARN duplex
con la primera cadena, en el que dicha molécula de ARN duplex es capaz de realizar un silenciamiento génico
especifico de secuencia en una célula eucariota.

La presente divulgacion también proporciona un método para preparar la molécula de ARN duplex de la
reivindicacion 1 que comprende las etapas de sintetizar la primera cadena y la segunda cadena, y combinar las
cadenas sintetizadas en condiciones, en el que la molécula de ARN duplex se forma, que es capaz de realizar un
silenciamiento génico especifico de secuencia. En un aspecto, las cadenas de ARN se sintetizan quimicamente, o
se sintetizan biolégicamente. En otro aspecto, la primera cadena y la segunda cadena se sintetizan por separado o
simultdneamente.

En un aspecto, el método comprende adicionalmente una etapa de introducir al menos un nucleétido modificado o
su analogo en la molécula de ARN duplex durante la etapa de sintetizacion, después de la etapa de sintetizacion y
antes de la etapa de combinacion, o después de la etapa de combinacion.

La presente divulgacion proporciona adicionalmente una composicién farmacéutica. La composicién farmacéutica
comprende como un agente activo al menos una molécula de ARN duplex y uno o mas vehiculos seleccionados
entre el grupo que consiste en un vehiculo farmacéutico, un vehiculo de carga positiva, un liposoma, un vehiculo de
proteina, un polimero, una nanoparticula, un colesterol, un lipido y un lipoide.

La presente divulgacion también proporciona un método de tratamiento. EI método comprende administrar una
cantidad eficaz de la composicion farmacéutica a un sujeto que lo necesita. En una realizacion, la composicion
farmacéutica se administra a través de una ruta seleccionada entre el grupo que consiste en administracion iv, sc,
por inhalacién, tépica, po y regional.

En una realizacion, la primera cadena comprende una secuencia que es sustancialmente complementaria a la
secuencia de ARNm diana de un gen seleccionado entre el grupo que consiste en un gen de desarrollo, un oncogén,
un gen supresor de tumor, y un gen enzimatico, y un gen para una molécula de adhesion, un inhibidor de ciclina
cinasa, un miembro de la familia Wnt, un miembro de la familia Pax, un miembro de la familia de hélice alada, un
miembro de la familia Hox, una citocina/linfocina o su receptor, un factor de crecimiento/diferenciaciéon o su receptor,
un neurotransmisor 0 su receptor, una cinasa, un transductor de sefial, un gen virico, un gen de una enfermedad
infecciosa, ABLI, BCLI, BCL2, BCL6, CBFA2, CBL, CSFIR, ERBA, ERBB, EBRB2,ETS1, ETS1, ETV6, FGR, FOS,
FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN, MDM2, MLL, MYB, MYC, MYCL1, MYCN, NRAS, PIM1, PML, RET,
SRC, TAL1, TCL3 y YES, APC, BRCA1, BRCA2, MADH4, MCC, NF1, NF2,RB1, TP53, WT1, una ACP desaturasa o
hidroxilasa, una ADP-glucosa piroforilasa, una ATPasa, una alcohol deshidrogenasa, una amilasa, una
amiloglucosidasa, una catalasa, una celulasa, una ciclooxigenasa, una descarboxilasa, una dextrinasa, una ADN o
ARN polimerasa, una galactosidasa, una glucanasa, una glucosa oxidasa, una GTPasa, una helicasa, una
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hemicelulasa, una integrasa, una invertasa, una isomerasa, una cinasa, una lactasa, una lipasa, una lipoxigenasa,

una

lisozima,

una pectinesterasa,

una peroxidasa,

una fosfatasa,

una fosfolipasa,

una fosforilasa,

una

poligalacturonasa, una proteinasa o peptidasas, una pulanasa, una recombinasa, una transcriptasa inversa, una

Las moléculas de ARN duplex pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en

57 - AUGCUGUGUUAACUG

aiNbst UAGUACGACACAAUUGACGAA-5'
SEF2 5¢ - CCUCUUAUGAUGUAU
CCGGGAGAAUACUACAUAUAA-5
ASEEA 5 - AGCARBGARUCACAU
CGGUCGUUUCUUAGUGUACAR -5
iStat3-B 57 «GAAUCUCRACUUCAG
al CGUCUUAGAGUUGAAGUCUAA-5
ZPTEN 57 -UAAAGGUGAAGAUAU
UCGAUUUCCACUUCUAUAUAR-5 '
) 5/ -UGUUUGAUUUGGAUU
aip70S6K GGCACAAACURAACCUAAARA-5'
2mTOR 5/ -GAAUUGUCAAGGGAU
CGUCUUAACAGUUCCCUAUAA-5"
SR 5¢ - ANUUGGAACACAGUU
CCUUUARCCUUGUGUCAARAA-5'
APCNA S* - AGAUGCUGUUGUAAU
ACCUCUACGACAACAUUAAAA-5
aiParpt 57 -GCGARGAAGARAUCU
CACCGCUUCUUCUUUAGAUAA-S
AiSurvivina 57 - AGGAGAUCAACAUUU
ATETUUCCUCUAGUUGUAAAAGU -5’
NGO 5’ -GCAGACCUUGUGAUA
al CGGCQUCUGGAACACUAUAAA-S
1A 5 -CCCGCUCUACAUCUU
aipet- UCCGGGCGAGAUGUAGAAGRAA -5
1B 57 _GGCGGUUGAAUGAGA
aip<t- GAUCCGCCAACUUACUCUCAA -5’
R 57 -GGAGCUGUUGGCGUA

CAACCUCGACAACCGCAUCAA-5'

aip-catenina-1

5" -GCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5’

aip-catenina-2

5 -GAUAUUGAUGGACUU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-B’

aip-catenina-4

5’ ~CUGAUAUUGAUGGAC
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'

aip-catenina-5

5’ ~AGCUGAUAUUGAUGG
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'

aip-catenina-8

5’ -UAGCUGAUAUUGAUG
CAUCGACUAUAACUACCUGAA -5’

aip-catenina-9

5" -UGAUAUUGAUGGACU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'

aip-catenina-10

5" ~GCUGAUAUUGAUGGA
UCAUCGACUAUAACUACCUGAA-S'

aip-catenina-11

5’ ~GCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGAAA-5'

aip-catenina-18

5’ ~-GCUGAUAUUGAUGGA
AUCGACUAUAACUACCUGARA~G'

aip-catenina-34

5’ -GCUGAUAUUGAUGGAC
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-~S’

aip-catenina-35

5 ~AGCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'’

topoisomerasa, una xilanasa, k-RAS, B-Catenina, Rsk1, PCNA, p70S6K, Survivina, mTOR, PTEN, Parp1, o p21.
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57 -AGCUGAUAUUGAUGGAC
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5’ -AGCUGAUAUUGAUGGACU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5’ -UAGCUGAUAUUGAUGGAC
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5"
5’ -GCUGAUAUUGAUGGACUU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5’ -AGCUGAUAUUGAUGGACUU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA -5
5’ ~UAGCUGAUAUUGAUGGACU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5' ~UAGCUGAUAUUGAUGGACUU
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5’ ~GUAGCUGAUAUUGAUGGACU
CAUCGACUAUAACUACCUGAR -5
57 ~GCUGAUAUUGAAGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5' ~GCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGUC-5"
5 -GCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUgaa-5'
5' -GCUGAUAUUGAUGGA
cabCGACUAUARCUACCUGRA -5
57 ~gCUGAUAUUGAUGGEA
CRUCGACUAUAACUACCUGAA -5’
5" -GCUGAUAUUGAUGGa
CAUCGACUAURACURCCUGAR-5'
§' =gCUGRUAUUGAUGGA
¢at CGACUAURACURCCUGAR-5'
5¢ ~GCUGAUAUUGAUGGa
aip-catenina-59 cabCEACUAUARCUACCUGAR -5’

aip-catenina-36

aip-catenina-37

aip-catenina-38

aip-catenina-39

aip-catenina-40

aip-catenina-42

aip-catenina-43

aip-catenina-44

aip-catenina-45

aip-catenina-46

aip-catenina-47

aip-catenina-46

aip-catenina-52

aip-catenina-53

aip-catenina-57

y
§¢ ~UAGCUGAUAUUGAUGGACU
CAUCGACUAUAACUACCUgas -5

aip-catenina-62

en las que A, U, G y C son nucleétidos, mientras que a, t, g y ¢ son desoxinucleétidos.

La presente divulgacion proporciona un método para modificar una primera de la molécula de ARN duplex con una
cadena no codificante y una cadena codificante que forman una regién bicatenaria. El método comprende, acortar la
longitud de la cadena codificante de manera que la cadena no codificante tenga un saliente 3' de 1-8 nucleétidos y
un saliente 5' de 0-8 nucledtidos, y formar una segunda molécula de ARN duplex; en el que se mejora al menos una
propiedad de la primera molécula de ARN duplex.

La propiedad se selecciona entre el grupo que consiste en tamafio, eficacia, potencia, la velocidad de aparicion,
durabilidad, coste de sintesis, efectos no especificos, respuesta a interferén, y administracion.

El método puede comprender adicionalmente combinar la cadena no codificante y la cadena codificante corta en
condiciones, en las que se forma la segunda molécula de ARN duplex. La primera molécula de ARN duplex puede
ser un siRNA, o un siRNA de sustrato Dicer, o un precursor de siRNA.

La presente divulgacion proporciona un vector de expresion. El vector comprende un acido nucleico o acidos
nucleicos que codifican una molécula de ARN duplex tal como de la reivindicacion 1 unida operativamente al menos
a una secuencia de control de la expresion. El vector de expresion puede comprender un primer acido nucleico que
codifica la primera cadena unida operativamente a una primera secuencia de control de la expresion, y un segundo
acido nucleico que codifica la segunda cadena unida operativamente a una segunda secuencia de control de la
expresion. El vector de expresion puede ser un vector de expresion virica, eucariota, o un vector de expresion
bacteriana.
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La presente divulgacion también proporciona una célula. La célula puede comprender el vector de expresion. La
célula puede comprender la molécula de ARN duplex. En otra realizaciéon mas, la célula es una célula de mamifero,
una célula de ave o una célula bacteriana.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene tanto un saliente 3' como un
saliente 5' en la primera cadena.

La figura 1B muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene tanto un saliente 3' como un
saliente 5' en la primera cadena, y una mella en el duplex.

La figura 1C muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene tanto un saliente 3' como un
saliente 5' en la primera cadena, y un hueco en la segunda cadena.

La figura 2A muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene un extremo romo, y un
saliente 5' en la primera cadena.

La figura 2B muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene un extremo romo, y un
saliente 3' en la primera cadena.

La figura 2C muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene salientes 3' en ambos
extremos del duplex y que la primera cadena es mayor que la segunda cadena.

La figura 2D muestra la estructura de una molécula de ARN duplex que tiene salientes 5' en ambos
extremos del duplex y que la primera cadena es mayor que la segunda cadena.

La figura 3 muestra la inducciéon del silenciamiento génico de B-catenina por aiRNA (ARN interferentes
asimétricos).

La figura 3A muestra la confirmacién de los oligos. Después de la hibridacion, los oligos se confirmaron en
un 20 % de gel de poliacrilamida. Carril 1, 21 nt/21 nt; carril 2, 12 nt(a)/21 nt; carril 3, 12 nt(b)/21 nt; carril 4,
13 nt/13 nt; carril 5, 13 nt/21 nt; carril 6, 14 nt/14 nt; carril 7, 14 nt(a)/21 nt; carril 8, 14 nt(b)/21 nt; carril 9,
15 nt/15 nt; carril 10, 15 nt/21 nt.

La figura 3B muestra los efectos de los oligos en el silenciamiento génico. Las células HelLa se pusieron en
placas a 200.000 células/pocillo en una placa de cultivo de 6 pocillos, 24 horas mas tarde se transfectaron
con siRNA desordenado (carril 1), E2F1 dirigido a siRNA de 21 pb (carril 2, como un control para
especificidad) o beta-catenina dirigida a siRNA de 21 pb (carril 3, como control positivo), o la misma
concentracion de aiRNA de diferente mezcla de longitud: 12 nt(a)/21 nt (carril 4); 12 nt (b)/21 nt (carril 5);
13 nt/21 nt (carril 6); 14 nt (a)/21 nt (carril 7); 14 nt (b)/21 nt (carril 8); 15 nt/21 nt (carril 9). Las células se
cosecharon 48 horas después de la transfeccion. La expresion de B-catenina se determiné por transferencia
Western. E2F1 y actina se usan como controles.

Las figuras 4 y 5 muestran la relacién estructura-actividad de los oligos de aiRNA, con o sin sustituciones de
bases, en la medicacion del silenciamiento génico. Las células Hela se transfectaron con el aiRNA indicado.
Las células se cosecharon y los lisados se generaron 48 horas después de la transfeccion. Se realizaron
transferencia de Western para detectar los niveles de (-catenina y actina. si se refiera a un oligonucleétido
de siRNA de B-catenina. El marcado numérico por encima de cada carril corresponde a los oligos de aiRNA
en la Tabla 3.

La figura 6 muestra los analisis del mecanismo del silenciamiento génico activado por aiRNA.

La figura 6a muestra el analisis de transferencia northern de los niveles de ARNm de B-catenina en las
células transfectadas con aiRNA o siRNA para el numero de dias indicado.

La figura 6b muestra el esquema de PCR 5'-RACE para -catenina que muestra la escision de ARNm vy el
producto de PCR esperado.

La figura 6¢c muestra que los productos de escision de (-catenina mediados por aiRNA se amplificaron por
PCR 5'-RACE a partir de células transfectadas con aiRNA durante 4 o 8 horas.

La figura 6d muestra el esquema del sitio de escision de ARNm de B-catenina confirmado por la
secuenciacion del fragmento de PCR 5'-RACE.

La figura 6e muestra la eficiencia de la carga de RISC diferencial de aiRNA y siRNA. Los duplex de aiRNA o
siRNA se transfectaron en células Hela 48 horas después de la transfeccion con pCMV-Ago2. Ago2 se
inmunoprecipitd en los puntos temporales indicados tras la transfeccion de aiRNA o siRNA, y se realiz6 un
analisis de transferencia northern para determinar los niveles de ARN pequefio asociado a Ago2/RISC. Los
niveles de Ago2 (mostrados a continuacién) se determinaron por transferencia western tras IP.

La figura 6f muestra los efectos de atenuar Ago2 o Dicer en la actividad de silenciamiento génico de aiRNA
y siRNA. Las células se transfectaron con siRNA desordenado (siCon), o Ago2 dirigido a siRNA (siAgo2), o
Dicer (siDicer) 24 horas antes de la transfeccion con aiRNA desordenado (Con) o Stat3 dirigido a aiRNA
(ai). Las células se cosecharon y se realizé un analisis de transferencia western 48 horas tras la
transfeccion de aiStat3.
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La figura 7 muestra las ventajas de la incorporacion de aiRNA en RISC en comparacién con siRNA.

La figura 7A muestra que aiRNA se introduce en RISC con mejor eficiencia que siRNA. Las células
transfectadas con un plasmido de expresion de Ago2 se transfectaron con aiRNA o siRNA durante los
tiempos indicados. Tras la lisis celular, Ago2 se inmunoprecipitd, el ARN se extrajo del inmunoprecipitado, y
se separd en un gel de acrilamida al 15 %. Tras la transferencia, la membrana se hibridé en una sonda para
detectar la cadena no codificante 21 mer de los aiRNA o siRNA. El carril de control de IgG muestra la falta
de sefnal en comparacién con el inmunoprecipitado de Ago2.

La figura 7B muestra que la cadena codificante de aiRNA no permanece en RISC. La membrana de (A) se
dividié y se sond6 de nuevo para detectar la cadena codificante del oligo transfectado. Los dibujos en (A) y
(B) ilustran la posicion de la cadena codificante (cadena superior), la cadena no codificante (cadena
inferior), o el duplex en la membrana.

La figura 8 muestra el mecanismo de carga de RISC por aiRNA.

La figura 8A muestra los analisis de inmunoprecipitacion de la interaccion entre diferentes cadenas de
aiRNA o siRNA y Ago2. El lisado S-10 de Hela que contenia Ago2 sobreexpresado se incubd con el duplex
de aiRNA o siRNA indicado que contenia cadenas codificantes y no codificantes marcadas en el extremo
con *%p. (*) marca la ubicacion de la etiqueta. Tras la inmunoprecipitacion de Ago2, el ARN se aisld y se
separo en un gel de acrilamida al 15 % y se expuso a una pelicula. Los ARN asociados a Ago2 se muestran
en la fraccion de sedimento, mientras que los ARN no unidos a Ago2 permanecen en el sobrenadante
(Sup).

La figura 8B muestra la funcion de la escision de la cadena codificante en la actividad de aiRNA. Las células
se transfectaron con aiRNA o aiRNA con 2'-O-metilo de cadena codificante en la posicion 8 (sitio de
escision de Ago2 predicho) o la posicién 9 como control. EI ARN se recogié 4 horas después de la
transfeccion y la qRT-PCR se realizé6 para determinar los niveles relativos de ARNm de B-catenina
restantes.

La figura 9 muestra los analisis de competicion de aiRNA y siRNA.

La figura 9A ilustra el duplex de siRNA y aiRNA que contiene cadenas no codificantes etiquetadas en el
extremo con ¥P. (*) marca la ubicacién de la etiqueta.

La figura 9B muestra que el aiRNA frio no compite con el siRNA marcado para Ago2. El lisado S-10 de Hela
que contenia Ago2 sobreexpresado se incubd con el siRNA etiquetado en el extremo con 2p y el duplex
frio de aiRNA o siRNA antes de la inmunoprecipitacion de Ago2. Después, el ARN se aislé y se analizé en
gel de acrilamida al 15 %.

La figura 9C muestra que el siRNA frio no compite con el aiRNA marcado para Ago2. El mismo lisado S-10
usado en B se incubd con el aiRNA etiquetado en el extremo con p y duplex frio de aiRNA o siRNA antes
de la inmunoprecipitacion de Ago2. Después, el ARN se aisl6 y se analiz6 en gel de acrilamida al 15 %.

La figura 10 ilustra el modelo de aiRNA y siRNA que muestra las diferencias observadas en la carga de
RISC y la generacion de RISC maduro.

La figura 11 muestra que los duplex de ARN asimétrico de 14-15 pb con salientes no codificantes (aiRNA)
indujeron un silenciamiento génico potente, eficaz, rapido y duradero.

La figura 11A muestra el diagrama que muestra la secuencia y el disefio de siRNA y aiRNA dirigidos a (-
catenina.

La figura 11B muestra la induccién del silenciamiento génico por aiRNA de diversas longitudes. Los niveles
de proteina de B-catenina se analizaron por transferencia western en células transfectadas con el aiRNA
indicado durante 48 horas.

La figura 11C muestra que aiRNA es més potente y eficaz que siRNA en la induccién de agotamiento de la
proteina de B-catenina. Las células Hela se transfectaron con aiRNA o siRNA dirigidos a B-catenina a las
concentraciones indicadas. 48 horas después de la transfeccién, se hicieron lisados celulares y se hizo un
analisis de transferencia western.

La figura 11D muestra que el aiRNA es mas eficaz, rapido y duradero que siRNA en la reduccion de los
niveles de ARN de B-catenina. Las células se transfectaron con 10 nM de aiRNA de 15 pb o siRNA de 21
mer durante el nimero indicado de dias antes del andlisis de transferencia northern.

La figura 12 muestra que aiRNA media un silenciamiento rapido y potente.

La figura 12A muestra la secuencia y la estructura de aiRNA y siRNA usados para dirigirse a 3-catenina.

La figura 12B muestra RT-PCR de los niveles de ARNm de B-catenina de las células transfectadas con
aiRNA o aiRNA de control dirigidos a B-catenina. El ARN se recogio en los momentos indicados después de
la transfeccion.

La figura 12C muestra la RT-PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm de B-catenina en
células transfectadas con control, aiRNA, o siRNA durante el nimero indicado de horas.

La figura 12D muestra el analisis de transferencia western de los niveles de proteina de B-catenina en
células transfectadas con control, aiRNA, o siRNA durante los tiempos indicados.
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La figura 13 muestra la comparacién de aiRNA con siRNA en la eficacia del silenciamiento génico y la
durabilidad contra multiples dianas. Las células Hela se transfectaron con siRNA desordenado (c), aiRNA
(ai), o siRNA (si) dirigidos a (a) B-catenina a 10 nM, (b) Stat3, (c) EF2, o (d) NQO1 a 20 nM. ARN vy la
proteina se purificaron en los puntos temporales indicados y se analizaron para determinar los niveles de
ARNmM mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) y los niveles
de proteina por transferencia western. Los datos de qRT-PCR se normalizan con respecto a las células
transfectadas siCon.

La figura 14 muestra que el silenciamiento génico mediado por aiRNA es eficaz contra diversos genes en
multiples lineas celulares.

La figura 14a muestra que un duplex de aiRNA es mas eficaz que siRNA en el direccionamiento a -
catenina en diferentes lineas de células de mamifero.

La figura 14b muestra el andlisis de transferencia western de Nbs1, Survivina, Parp1, p21 de células
transfectadas con 20 nM del aiRNA o siRNA indicado durante 48 horas.

La figura 14c muestra el analisis de transferencia western de Rsk1, PCNA, p70S6K, mTOR, y PTEN de
células transfectadas con 20 nM del aiRNA o siRNA indicado durante 48 horas.

La figura 14d muestra el silenciamiento génico especifico de alelos de k-Ras por aiRNA. El aiRNA dirigido a
k-Ras de tipo silvestre se ensay6 para el silenciamiento de k-Ras tanto en lineas celulares de k-Ras de tipo
silvestre (DLD1) como de k-Ras mutante (SW480) por analisis de transferencia western.

La figura 15 muestra la falta de silenciamiento génico no especifico mediante la cadena codificante,
inmunoestimulacion y estabilidad en suero de los aiRNA.

La figura 15a muestra un analisis de RT-PCR de la expresion de genes inducibles de interferén en control
PBMC tratados o incubados con duplex de siRNA o aiRNA de B-catenina durante 16 horas.

La figura 15b muestra un analisis RT-PCR de la expresion de genes inducibles de interferén en células Hela
transfectadas con control o transfectadas con aiRNA o siRNA de EF2 o Survivina durante 24 horas.

La figura 15¢c muestra el andlisis de micromatrices para determinar los cambios en la expresion de genes
relacionados con la respuesta a interferon conocidos. EI ARN total aislado de células Hela transfectadas
con aiRNA y siRNA se analizé por micromatriz.

La figura 15d muestra que no se detecta ningun silenciamiento génico no especifico mediado por cadena
codificante para aiRNA. Las células se co-transfectaron con aiRNA o siRNA y un plasmido que expresaba
Stat3 (ARN codificante) o un plasmido que expresaba Stat3 no codificante (ARN no codificante). Las células
se cosecharon y el ARN se recogié 24 horas después de la transfeccion y los niveles relativos de ARN
codificante o no codificante de Stat3 se determinaron por PCR o RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(inserciones).

La figura 15e muestra la estabilidad de duplex de aiRNA y siRNA en suero humano. Los duplex de aiRNA y
siRNA se incubaron en suero humano al 10 % a 37 °C durante la cantidad indicada de tiempo antes de la
electroforesis en gel. Se indica el duplex restante (% de control).

La figura 15f ilustra el modelo propuesto para el silenciamiento especifico de genes mediado por el duplex
de aiRNA.

La figura 16 muestra la potente actividad antitumoral de aiRNA contra B-catenina en un modelo de raton de
xenoinjerto de colon humano SW480. A los ratones inmunosuprimidos con cancer de colon humano SW480
subcutaneo establecido se les administré6 por via intravenosa (iv) 0,6 mnol de siRNA de B-catenina
complejados con PEI, aiRNA de B-catenina complejados con PEl o un siRNA no relacionado complejado
con PE como control negativo diario. El tamafo del tumor se evalué periédicamente durante el tratamiento.
Cada punto representa la media £ SEM de seis tumores.

La figura 17 muestra la potente actividad antitumoral de aiRNA contra §-catenina en un modelo de ratén de
xenoinjerto de colon humano HT29. A los ratones inmunosuprimidos con cancer de colon humano HT29
subcutaneo establecido se les dio por via intravenosa (iv) 0,6 nmol siRNA de B-catenina complejados con
PEI, aiRNA de B-catenina complejados con PEI o un siRNA no relacionado complejado con PEI como
control cada dos dias. El tamafo del tumor se evalué periédicamente durante el tratamiento. Cada punto
representa la media + SEM de cinco tumores.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una molécula de ARN duplex asimétrico que es capaz de realizar un
silenciamiento génico selectivo en una célula eucariota. En una realizaciéon, la molécula de ARN duplex comprende
una primera cadena y una segunda cadena. La primera cadena es mas larga que la segunda cadena. La segunda
cadena es sustancialmente complementaria a la primera cadena, y forma una regién bicatenaria con la primera
cadena.
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En una realizacion, la molécula de ARN duplex tiene un saliente 3' de 1-8 nucledtidos y un saliente 5' de 1-8
nucledtidos, un saliente 3' de 1-10 nucleétidos y un extremo romo, o un saliente 5' de 1-10 nucleétidos y un extremo
romo. En otra realizacion, la molécula de ARN duplex tiene dos salientes 5' de 1-8 nucledétidos o dos salientes 3' de
1-10 nucleétidos. En una realizacion adicional, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-8 nucleétidos y un saliente
5' de 1-8 nucledtidos. Aun en una realizacién adicional, la molécula de ARN duplex es una molécula de ARN duplex
aislada.

En una realizacion, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-10 nucleétidos, y un saliente 5' de 1-10 nucledtidos o
un extremo romo 5'. En otra realizacién, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-10 nucledétidos, y un saliente &'
de 1-10 nucledtidos. En una realizacion alternativa, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-10 nucleétidos, y un
extremo romo 5'.

En una realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 5-100 nucleétidos, de 12-30 nucleédtidos, de 15-28
nucleétidos, de 18-27 nucledtidos, de 19-23 nucledtidos, de 20-22 nucledtidos, o 21 nucledtidos.

En otra realizacién, la segunda cadena tiene una longitud de 3-30 nucleétidos, de 12-26 nucledtidos, de 13-20
nucledtidos, de 14-23 nucledtidos, 14 o 15 nucledtidos.

En una realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 5-100 nucledtidos, y la segunda cadena tiene una
longitud de 3-30 nucledétidos; o la primera cadena tiene una longitud de 10-30 nucledtidos, y la segunda cadena tiene
una longitud de 3-29 nucleétidos; o la primera cadena tiene una longitud de 12-30 nucledtidos y la segunda cadena
tiene una longitud de 10-26 nucledtidos; o la primera cadena tiene una longitud de 15-28 nucleétidos y la segunda
cadena tiene una longitud de 12-26 nucleétidos; o la primera cadena tiene una longitud de 19-27 nucledtidos y la
segunda cadena tiene una longitud de 14-23 nucledtidos; o la primera cadena tiene una longitud de 20-22
nucledtidos y la segunda cadena tiene una longitud de 14-15 nucledtidos. En una realizaciéon adicional, la primera
cadena tiene una longitud de 21 nucleétidos y la segunda cadena tiene una longitud de 13-20 nucleétidos, 14-19
nucleétidos, 14-17 nucledtidos, 14 o 15 nucledtidos.

En una realizacion, la primera cadena es al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10 nucledétidos mas larga que la segunda
cadena.

En una realizacion, la molécula de ARN duplex comprende adicionalmente 1-10 nucleétidos desajustados o
desiguales. En una realizacion adicional, los nucledtidos desajustados o desiguales estan en o cerca del extremo
ranurado 3'. En una realizacion alternativa, los nucledtidos desajustados o desiguales estan en o cerca del extremo
ranurado 5'. En una realizacion alternativa, los nucledtidos desajustados o desiguales estan en la region bicatenaria.
En otra realizacion, la secuencia nucleotidica desajustada o desigual tiene una longitud de 1-5 nucleétidos. Aun en
una realizacion adicional, los nucleétidos desajustados o desiguales forman una estructura de bucle.

En una realizacion, la primera cadena o la segunda cadena contienen al menos una mella, o se forman por dos
fragmentos nucleotidicos.

En una realizacion, el silenciamiento génico se consigue a través de uno o dos, o cada uno de ARN de interferencia,
modulacion de la traduccion, y modulaciones epigenéticas de ADN.

Como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, la forma singular "un", "una", y "el/la" incluyen
referencias en plural a menos que el contexto indique claramente otra cosa. Por ejemplo, la expresiéon "una célula”
incluye una pluralidad de células, incluyendo mezclas de las mismas.

Como se usa en el presente documento, un "ARN bicatenario”, un "ARN duplex" o un "duplex de ARN" se refiere a
un ARN de dos cadenas y con al menos una regién bicatenaria, e incluye moléculas de ARN que tienen al menos un
hueco, mella, protuberancia, y/o burbuja en una regién bicatenaria o entre dos regiones bicatenarias adyacentes. Si
una cadena tiene un hueco o una regidn monocatenaria de nucledtidos no coincidentes entre dos regiones
bicatenarias, se considera que esa cadena se considera tiene multiples fragmentos. Un ARN bicatenario como se
usa aqui puede tener salientes terminales en cualquier extremo o en ambos extremos. En algunas realizaciones, las
dos cadenas del ARN duplex se pueden unir a través de cierto enlazador quimico.

Como se usa en el presente documento, una "cadena no codificante" se refiere a una cadena de ARN que tiene una

complementariedad de secuencia sustancial contra un ARN mensajero diana. Una cadena no codificante puede ser
parte de una molécula de siRNA, parte de un duplex de miRNA/miRNA*, o un miRNA maduro monocatenario.
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El término "aislado" o "purificado" como se usa en el presente documento, se refiere a un material que esta
sustancial o esencialmente libre de componentes que normalmente lo acompafan en su estado nativo. La pureza y
la homogeneidad se determinan tipicamente usando técnicas de quimica analitica tales como electroforesis en gel
de poliacrilamida o cromatografia liquida de alto rendimiento.

Como se usa en el presente documento, "modular" y sus equivalentes gramaticales se refieren a aumentar o
disminuir (por ejemplo, silenciamiento), en otras palabras, regulacion en sentido ascendente o descendente. Como
se usa en el presente documento, "silenciamiento génico" se refiere a la reduccién de la expresion génica, y puede
referirse a una reduccion de la expresion génica de aproximadamente el 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 % o el 95 % del gen diana.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero),
incluyendo, pero sin limitacion, seres humanos, primates no humanos, roedores, y similares, que ha de ser el
receptor de un tratamiento particular. Tipicamente, los términos "sujeto" y "paciente" se usan de forma
intercambiable en el presente documento en referencia a un sujeto humano.

Los términos tales como "tratar" o "tratamiento" o "para tratar" o "aliviar" o "para aliviar" como se usan en el presente
documento, se refieren tanto a (1) las medidas terapéuticas que curan, ralentizan, disminuyen los sintomas de, y/o
detener el avance de una afeccion patolégica diagnosticada o trastorno y (2) las medidas profilacticas o preventivas
que impiden o retrasan el desarrollo de una afeccién o trastorno patolégico diana. Por lo tanto, aquellos que
necesitan tratamiento incluyen los que ya padecen el trastorno; aquellos propensos a padecer el trastorno; y
aquellos en los que el trastorno se va a prevenir. Un sujeto se "trata" con éxito, de acuerdo con los métodos de la
presente invencion si el paciente muestra uno o mas de los siguientes: una reduccion en el nimero de o ausencia
completa de células cancerosas; una reduccion en el tamafio del tumor; inhibicién de o una ausencia de infiltracion
de células cancerosas en 6rganos periféricos, incluyendo la propagacién del cancer en el tejido blando y el hueso;
inhibicion de o una ausencia de metéastasis tumoral; inhibicion o ausencia de crecimiento del tumor; el alivio de uno o
mas sintomas asociados al cancer especifico; reduccion de la morbilidad y la mortalidad; y mejora en la calidad de
vida.

Como se usa en el presente documento, los términos "inhibicién", "para inhibir" y sus equivalentes gramaticales, al
usarse en el contexto de una bioactividad, se refieren a la regulacion descendente de la bioactividad, que puede
reducir o eliminar la funcién, tal como la produccidon de una proteina o la fosforilacion de una molécula. En
realizaciones particulares, la inhibicion puede referirse a una reduccion de aproximadamente el 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o el 95 % de la actividad diana. Al usarse en el contexto de un trastorno o
enfermedad, los términos se refieren al éxito en la prevencion de la aparicion de los sintomas, alivio de los sintomas,
o eliminacioén de la enfermedad, afeccion o trastorno.

Como se usa en el presente documento, la expresidn "sustancialmente complementaria" se refiere a la
complementariedad de una region de bases apareadas, de doble cadena entre dos acidos nucleicos y no cualquier
regiébn monocatenaria tal como un saliente terminal o una regidon hueco entre dos regiones bicatenarias. La
complementariedad no necesita ser perfecta; puede haber cualquier nimero de desajustes de pares de bases, por
ejemplo, entre los dos acidos nucleicos. Sin embargo, si el numero de desajustes es tan grande que no puede
ocurrir hibridacion ni siquiera bajo las condiciones de hibridacién menos rigurosas, la secuencia no es una secuencia
sustancialmente complementaria. Cuando dos secuencias se definen como "sustancialmente complementarias” en
el presente documento, significa que las secuencias son suficientemente complementarias entre si para hibridarse
en las condiciones de reaccién seleccionadas. La relacion de complementariedad de acido nucleico y la rigurosidad
de la hibridacion suficiente para lograr la especificidad se conoce bien en la técnica. Dos cadenas sustancialmente
complementarias pueden ser, por ejemplo, perfectamente complementarias o pueden contener de 1 a muchos
desajustes, siempre que las condiciones de hibridacién sean suficientes para permitir, por ejemplo, la discriminacion
entre una secuencia de emparejamiento y una secuencia sin emparejamiento. Por consiguiente, las secuencias
sustancialmente complementarias pueden hacer referencia a secuencias con complementariedad de pares de bases
de 100, 95, 90, 80, 75, 70, 60, 50 por ciento 0 menos, o cualquier nUmero entre medias, en una regién bicatenaria.

Como se usa en el presente documento, los antagomirs son inhibidores de miRNA, y se pueden utilizar en el
silenciamiento de miRNA enddgenos. Como se usa en el presente documento, los miméticos o mimicos son
agonistas de miRNA, y pueden usarse para reemplazar miRNA endégenos como equivalentes funcionales vy,
elevando asi las rutas afectadas por dichos miRNA endégenos.
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1. ARN de interferencia

El ARN de interferencia (abreviado como ARNi) es un proceso celular para la destruccion dirigida de ARN
monocatenario (ssRNA) inducida por ARN bicatenario (dsRNA). El ssRNA es un transcrito génico, tal como un ARN
mensajero (ARNm). ARNi es una forma de silenciamiento génico post-transcripcional en el que el dsRNA puede
interferir especificamente con la expresion de genes con secuencias que son complementarias al dsRNA. La cadena
de ARN no codificante del dsRNA se dirige a un transcrito génico complementario tal como un ARN mensajero
(ARNm) para la escision por una ribonucleasa.

En el proceso del ARNi, el dsRNA largo se procesa por una ribonucleasa proteina Dicer a formas cortas llamados
ARN interferente pequefio (siRNA). El siRNA se separa en la cadena guia (0o no codificante) y la cadena
acompafante (o codificante). La cadena guia esta integrada en un complejo de silenciamiento inducido por
ribonucleasa (RISC), que es un complejo multi-proteina que contiene ribonucleasa. Después, el complejo se dirige
especificamente a transcritos génicos complementarios para la destruccion.

Se ha demostrado que ARNi es un proceso celular comin en muchos eucariotas. RISC, asi como Dicer, se conserva
a través del dominio eucariota. Se cree que ARNi tiene una funcién en la respuesta inmunoldégica al virus y otro
material genético extrano.

Los ARN interferentes pequefios (siRNA) son una clase de moléculas de ARN bicatenario corto (dsRNA) que
desempefian una diversidad de funciones en la biologia. En particular, esta implicado en la ruta del ARN de
interferencia (ARNi) donde el siRNA interfiere con la expresién de un gen especifico. Ademas, los siRNA también
juegan un papel en los procesos tales como un mecanismo antiviral o la conformacién de la estructura de la
cromatina de un genoma. En una realizacion, siRNA tiene una regién de ARN bicatenario (dsRNA) corto (19 a 21 nt)
con salientes 3' de 2-3 nucledtidos con 5' fosfato y extremos 3'-hidroxilo.

Los microARN (miRNA) son una clase de moléculas de ARN de aproximadamente 22 nucleétidos de largo
enddégeno, monocatenario o bicatenario que regulan tanto como el 30 % de los genes de mamifero (Czech, 2006;
Eulalio y col., 2008; Mack, 2007). miRNA reprime la produccion de proteinas mediante el bloqueo de la traduccion o
causando la degradacién de la transcripcion. Un miARN se puede dirigira 250-500 ARNm diferentes. MiRNA es el
producto de la digestion Dicer de pre-miARN, que es el producto del miRNA primario (pri-miARN).

Como se usa en el presente documento, los antagomirs son inhibidores de miRNA, y pueden usarse en el
silenciamiento de miRNA enddgenos. Como se usa en el presente documento, los miméticos son antonistas de
miRNA, y pueden usarse para reemplazar los miRNA y regulan en descenso los ARNm.

Dicer es un miembro de la familia de ribonucleasa RNasa lIl. Dicer escinde el ARN bicatenario largo (dsRNA), pre-
microRNA (miARN), y ARN corto de horquilla (shRNA) en fragmentos bicatenarios de ARN corto denominados ARN
interferente pequefio (siRNA) de aproximadamente 20-25 nucledtidos de largo, por lo general con un saliente de dos
bases en el extremo 3'. Dicer cataliza la primera etapa en la ruta del ARN interferente e inicia la formacién del
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), cuyo componente catalitico Argonaute es una endonucleasa
capaz de degradar el ARN mensajero (ARNm) cuya secuencia es complementaria a la de la cadena guia de siRNA.

Como se usa en el presente documento, una secuencia de siRNA eficaz es un siRNA que es eficaz en la activacion
de ARNi para degradar los transcritos de un gen diana. No toda complementariedad de siRNA al gen diana es eficaz
en la activacion de ARNi para degradar los transcritos del gen. De hecho, normalmente es necesaria una larga
deteccidn para identificar una secuencia de siRNA eficaz. En una realizacion, la secuencia de siRNA eficaz es capaz
de reducir la expresion del gen diana en mas del 90 %, mas del 80 %, mas del 70 %, mas del 60 %, mas del 50 %,
mas del 40 %, o mas del 30 %.

La presente invencion proporciona un andamiaje estructural novedoso denominado ARN de interferencia asimétrico
(aiRNA) que se puede utilizar para efectuar resultados de tipo siRNA, y también para modular las actividades de la
ruta de miRNA (que se describen en detalle en PCT en co-propiedad y las solicitudes de Estados Unidos
presentadas el mismo dia que la presente solicitud con el titulo "Composition of Asymmetric RNA Duplex as
MicroRNA Mimetic or Inhibitor", cuyo contenido se incorpora en su totalidad en el presente documento por
referencia).

El disefio estructural novedoso de aiRNA no sélo es funcionalmente potente para efectuar la regulacion génica, sino
que también ofrece varias ventajas sobre los reguladores de ARNi del estado de la técnica actual (SiRNA
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principalmente no codificante). Entre las ventajas, el aiRNA puede tener una estructura duplex de ARN de longitud
mucho mas corta que las construcciones de siRNA actuales, lo que deberia reducir el coste de la sintesis y suprimir
o reducir la activacion dependiente de la longitud de las respuestas inmunoldgicas de tipo interferén no especificas
de células huésped. La longitud mas corta de la cadena acompafante en el aiRNA también debe eliminar o reducir
la incorporacién no intencionada de la cadena acompafiante en FISC, y a su vez, reducir los efectos no especificos
observados en el silenciamiento génico mediado por miRNA. Puede usarse el aiRNA en todas las areas en las que
las tecnologias basadas en miRNA actuales estan siendo aplicadas o se prevé que se apliquen, incluyendo la
investigacion en biologia, | + D en biotecnologia y la industrias farmacéutica, y los diagnodsticos y terapias basados
en miRNA.

2. El andamiaje estructural del aiRNA

Elbashir, y col., probaron varias moléculas de ARN duplex asimétrico, asi como moléculas de siRNA simétrico
(Elbashir y col., 2001c). Las moléculas de ARN duplex asimétrico se enumeran en la Tabla 1 junto con las moléculas
de siRNA correspondientes.
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En comparacién con las moléculas de siRNA simétrico correspondiente, sin embargo, las moléculas de ARN duplex
asimétrico son incapaces de realizar un silenciamiento génico selectivo (ibidem).

La presente invencion es pertinente a las moléculas de ARN duplex asimétricas que son capaces de realizar un
silenciamiento génico especifico de secuencia. En una realizaciéon, una molécula de ARN de la presente invencion
comprende una primera cadena y una segunda cadena, en la que la segunda cadena es sustancialmente
complementaria a la primera cadena, y forma una regién bicatenaria con la primera cadena, en la que la primera
cadena es mayor que la segunda cadena; excluir las moléculas de ARN duplex asimétricas desveladas en Elbashir
(Elbashir y col., 2001c), especificamente las moléculas de ARN duplex asimétricas enumeradas en la Tabla 1. La
molécula de ARN comprende una region bicatenaria, y dos extremos independientemente seleccionados entre el
grupo que consiste en un saliente 5', un saliente 3', y un extremo romo. La cadena de ARN puede tener nucleétidos
desiguales o imperfectamente emparejados.

En una realizacién, la primera cadena es al menos 1 nt mas larga que la segunda cadena. En una realizacion
adicional, la primera cadena es al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 nt mas larga
que la segunda cadena. En otra realizacion, la primera cadena es 20-100 nt mas larga que la segunda cadena. En
una realizacion adicional, la primera cadena es 2-12 nt mas larga que la segunda cadena. Aun en una realizacion
adicional, la primera cadena es 3-10 nt mas larga que la segunda cadena.

En una realizacion, la region bicatenaria tiene una longitud de 3-98 pb. En una realizacion adicional, la region
bicatenaria tiene una longitud de 5-28 pb. Aun en una realizacién adicional, la regién bicatenaria tiene una longitud
de 10-19 pb. La longitud de la region bicatenaria puede ser de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 pb.

En una realizacién, la regién bicatenaria de la molécula de ARN no contiene ninguna incompatibilidad o
abultamiento. En otra realizacién, la regiéon bicatenaria de la molécula de ARN contiene una incompatibilidad y/o
abultamiento.

En una realizacién, cuando la primera cadena es

5'-UUCGAAGUAUUCCGCGUACGU

5'-UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG o

5'-CGAAGUAUUCCGCGUACGUGA,

la segunda cadena tiene una longitud de como mucho 17 nucleétidos, o contiene al menos una incompatibilidad con
la primera cadena, o contiene al menos una modificacion.

En una realizacion alternativa, la primera cadena no es
5'-UUCGAAGUAUUCCGCGUACGU
5'-UCGAAGUAUUCCGCGUACGUG o
5'-CGAAGUAUUCCGCGUACGUGA.

En una realizacion, la primera cadena comprende una secuencia que es sustancialmente complementaria a una
secuencia de ARNm diana. En ofra realizaciéon, la segunda cadena comprende una secuencia que es
sustancialmente complementaria a una secuencia de ARNm diana.

La presente invencion es pertinente para las moléculas de ARN bicatenario asimétrico que son capaces de realizar
un silenciamiento génico. En una realizacién, una molécula de ARN de la presente invencién comprende una
primera cadena y una segunda cadena, en la que la segunda cadena es sustancialmente complementaria, o
parcialmente complementaria a la primera cadena, y la primera cadena y la segunda cadena forman al menos una
region bicatenaria, en la que la primera cadena es mas larga que la segunda cadena (longitud asimétrica). La
molécula de ARN de la presente invencion tiene al menos una region bicatenaria, y dos extremos
independientemente seleccionados entre el grupo que consiste en un saliente 5', un saliente 3', y un extremo romo
(por ejemplo, véanse las figuras 1A, 2A-2D).

En el campo de la fabricacion de reguladores de ARN pequeiio donde los cambios, adiciones y deleciones de un
unico nucledtido pueden afectar criticamente a la funcionalidad de la molécula (Elbashir y col., 2001c), el andamiaje
de aiRNA proporciona una plataforma estructural distinta de la estructura de siRNA clasica de ARN bicatenario de
21 nt que es simétrica en cada cadena y sus salientes 3' respectivos. Ademas, el aiRNA de la presente invencién
proporciona un nuevo enfoque muy necesario en el disefio de una nueva clase de reguladores de molécula pequeia
que, como se muestra por los datos incluidos en los ejemplos a continuacion, puede superar los obstaculos
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encontrados actualmente en las investigaciones basadas en ARNi y el desarrollo de farmacos. Por ejemplo, los
datos de aiRNA que imitan estructuralmente los siRNA muestran que los aiRA son mas eficaces, potentes, de rapida
aparicion, duraderos, y especificos que los siRNA en la induccién del silenciamiento génico.

Cualquier region monocatenaria de la molécula de ARN de la invencion, incluyendo cualquier saliente terminal y
huecos entre dos regiones bicatenarias, se puede estabilizar contra la degradacion, ya sea a través de modificacion
quimica o una estructura secundaria. Las cadenas de ARN pueden tener nucleétidos desiguales o imperfectamente
emparejados. Cada cadena puede tener una o mas mellas (un corte en la estructura del acido nucleico, por ejemplo,
véase la figura 1B), huecos (una cadena fragmentada con uno o mas nucleétidos faltantes, por ejemplo, véase la
figura 1 C), y nucledtidos modificados o andlogos nucleotidicos. No sélo pueden modificarse quimicamente todos y
cada uno de los nucleétidos en la molécula de ARN, cada cadena puede configurarse con uno o mas restos para
mejorar su funcionalidad, por ejemplo, con restos tales como uno o mas péptidos, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpo, aptameros, polimeros, etc.

En una realizacion, la primera cadena es al menos 1 nt mas larga que la segunda cadena. En una realizacion
adicional, la primera cadena es al menos 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 nt mas larga
que la segunda cadena. En otra realizacion, la primera cadena es 20-100 nt mas larga que la segunda cadena. En
una realizacion adicional, la primera cadena es 2-12 nt mas larga que la segunda cadena. Aun en una realizacion
adicional, la primera cadena es 3-10 nt mas larga que la segunda cadena.

En una realizacién, la primera cadena, o la cadena larga, tiene una longitud de 5-100 nt, o preferiblemente 10-30 o
12-30 nt, o mas preferiblemente 15-28 nt. En una realizacion, la primera cadena es de 21 nucleétidos de longitud. En
una realizacién, la segunda cadena, o la cadena corta, tiene una longitud de 3-30 nt, o preferiblemente 3-29 nt o 10-
26 nt, o mas preferiblemente 12-26 nt. En una realizacion, la segunda cadena tiene una longitud de 15 nucleétidos.

En una realizacion, la regién bicatenaria tiene una longitud de 3-98 pb. En una realizaciéon adicional, la region
bicatenaria tiene una longitud de 5-28 pb. Aun en una realizacion adicional, la regién bicatenaria tiene una longitud
de 10-19 pb. La longitud de la region bicatenaria puede ser de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 pb.

En una realizacion, la regién bicatenaria de la molécula de ARN no contiene ninguna incompatibilidad o
abultamiento, y las dos cadenas son perfectamente complementarias entre si en la regiéon bicatenaria. En otra
realizacién, la regién bicatenaria de la molécula de ARN contiene incompatibilidad y/o abultamiento.

En una realizacion, el saliente terminal es de 1-10 nucleétidos. En una realizacién adicional, el saliente terminal es
de 1-8 nucleétidos. En otra realizacion, el saliente terminal es de 3 nt.

2.1. La molécula de ARN duplex tanto con un saliente 5' como un saliente 3' en |la primera cadena

Haciendo referencia a la figura 1A, en una realizacion de la presente invencion, la molécula de ARN bicatenaria tiene
tanto un saliente 5' y un saliente 3' en la primera cadena. La molécula de ARN comprende una primera cadena y una
segunda cadena; la primera cadena y la segunda cadena forman al menos una regién bicatenaria con secuencias
sustancialmente complementarias, en la que la primera cadena es mayor que la segunda cadena. En la primera
cadena, flanqueando la regién bicatenaria, hay un saliente incompatible en los extremos tanto 5' como 3'.

En una realizacién, la primera cadena es al menos 2 nt mas larga que la segunda cadena. En una realizacion
adicional, la primera cadena es al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 nt mas larga
que la segunda cadena. En otra realizacion, la primera cadena es 20-100 nt mas larga que la segunda cadena. En
una realizacién adicional, la primera cadena es 2-12 nt mas larga que la segunda cadena. Aun en una realizacion
adicional, la primera cadena es 3-10 nt mas larga que la segunda cadena.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 5-100 nt. En una realizacion adicional, la primera cadena
tiene una longitud de 5-100 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-30 nucledtidos. Aun en una realizacion
adicional, la primera cadena tiene una longitud de 5-100 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-18
nucledtidos.

En una realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 10-30 nucleétidos. En una realizacién adicional, la

primera cadena tiene una longitud de 10-30 nucleétidos, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-28 nucledtidos.
AuUn en una realizacion adicional, la primera cadena tiene una longitud de 10-30 nucleétidos, y la segunda cadena
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tiene una longitud de 3-19 nucledtidos.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 12-26 nucledtidos. En una realizacion adicional, la
primera cadena tiene una longitud de 12-26 nucledtidos, y la segunda cadena tiene una longitud de 10-24
nucledtidos. Aun en una realizacion adicional, la primera cadena tiene una longitud de 12-26 nucleoétidos, y la
segunda cadena tiene una longitud de 10-19 nucleétidos.

En una realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nt. En otra realizacién, la segunda cadena tiene una longitud de 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 0 28 nt.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 21 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 15 nt.

En una realizacion, el saliente 3' tiene una longitud de 1-10 nt. En una realizacién adicional, el saliente 3' tiene una
longitud de 1-8 nt. Aun en una realizacion adicional, el saliente 3' tiene una longitud de 2-6 nt. En una realizacion, el
saliente 3' tiene una longitud de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0 10 nt.

En una realizacion, el saliente 5' tiene una longitud de 1-10 nt. En una realizacién adicional, el saliente 5' tiene una
longitud de 1-6 nt. Aun en una realizacién adicional, el saliente 5' tiene una longitud de 2-4 nt. En una realizacion, el
saliente 5' tiene una longitud de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0 10 nt.

En una realizacion, la longitud del saliente 3' es igual a la del saliente 5'. En otra realizacion, el saliente 3' es mas
largo que el saliente 5'. En una realizacién alternativa, el saliente 3' es méas corto que el saliente 5'.

En una realizacién, la molécula de ARN duplex comprende una region bicatenaria de secuencias sustancialmente
complementarias de aproximadamente 15 nt, un saliente 3' de 3 nt, y un saliente 5' 3 nt. La primera cadena es de 21
nty la segunda cadena es de 15 nt. En una caracteristica, la region bicatenaria de diversas realizaciones consiste en
secuencias perfectamente complementarias. En una caracteristica alternativa, la regién bicatenaria incluye al menos
una mella (figura 1B), un hueco (figura 1C), o una incompatibilidad (abultamiento o bucle).

En una realizacion, la regién bicatenaria tiene una longitud de 3-98 pb. En una realizacion adicional, la region
bicatenaria tiene una longitud de 5-28 pb. Aun en una realizacién adicional, la regién bicatenaria tiene una longitud
de 10-19 pb. La longitud de la region bicatenaria puede ser de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 pb. Puede haber méas de una region bicatenaria.

En una realizacion, la primera cadena es la cadena no codificante, que es capaz de dirigirse a un transcrito génico
sustancialmente complementario, tal como un ARN mensajero (ARNm) para el silenciamiento génico por escision o
por represion de la traduccion.

La presente invencion también proporciona una molécula de ARN duplex que comprende una primera cadena con
una longitud de 18-23 nucleétidos y una segunda cadena con una longitud de 12-17 nucleétidos, en la que la
segunda cadena es sustancialmente complementaria a la primera cadena, y forma una region bicatenaria con la
primera cadena, en la que la primera cadena tiene un saliente 3' de 1-9 nucleétidos, y un saliente 5' de 1-8
nucleodtidos, en la que dicha molécula de ARN duplex es capaz de realizar un silenciamiento génico selectivo en una
célula eucariota. En una realizacién, la primera cadena comprende una secuencia que es sustancialmente
complementaria a una secuencia de ARNm diana.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 20, 21, o 22 nucleétidos. En otra realizacién, la segunda
cadena tiene una longitud de 14, 15, o0 16 nucledtidos.

En una realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 21 nucleétidos, y la segunda cadena tiene una longitud
de 15 nucledtidos. En una realizacion adicional, la primera cadena tiene un saliente 3' de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6
nuclestidos. Aun en una realizacién adicional, la primera cadena tiene un saliente 3' de 3 nucleoétidos.

2.2. La molécula de ARN duplex con un extremo romo y un saliente 5' o un saliente 3' en la primera cadena

En una realizacion, la molécula de ARN duplex comprende una region bicatenaria, un extremo romo, y un saliente &'
o un saliente 3' (véanse, por ejemplo, las figuras 2A y 2B). La molécula de ARN comprende una primera cadena y
una segunda cadena, en la que la primera cadena y la segunda cadena forman una region bicatenaria, en la que la
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primera cadena es mayor que la segunda cadena.

En una realizacion, la region bicatenaria tiene una longitud de 3-98 pb. En una realizacion adicional, la region
bicatenaria tiene una longitud de 5-28 pb. Aun en una realizacion adicional, la region bicatenaria tiene una longitud
de 10-18 pb. La longitud de la region bicatenaria puede ser de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 pb. La regidn bicatenaria puede tener caracteristicas similares a las descritas
con respecto a otras realizaciones y no se repiten necesariamente aqui. Por ejemplo, la region bicatenaria puede
consistir en secuencias perfectamente complementarias o incluir al menos una mella, hueco, o incompatibilidad
(abultamiento o bucle).

En una realizacion, la primera cadena es al menos 1 nt mas larga que la segunda cadena. En una realizacion
adicional, la primera cadena es al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 nt mas
larga que la segunda cadena. En otra realizacion, la primera cadena es 20-100 nt mas larga que la segunda cadena.
En una realizacién adicional, la primera cadena es 2-12 nt mas larga que la segunda cadena. Aun en una realizacion
adicional, la primera cadena es 4-10 nt mas larga que la segunda cadena.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 5-100 nt. En una realizacion adicional, la primera cadena
tiene una longitud de 5-100 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-30 nucledtidos. Aun en una realizacién
adicional, la primera cadena tiene una longitud de 10-30 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-19
nucleotidos. En otra realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 12-26 nucleétidos, y la segunda cadena
tiene una longitud de 10-19 nucleétidos.

En una realizacion, la molécula de ARN duplex comprende una region bicatenaria, un extremo romo, y un saliente 3'
(véase, por ejemplo, la figura 2B).

En una realizacion, el saliente 3' tiene una longitud de 1-10 nt. En una realizacién adicional, el saliente 3' tiene una
longitud de 1-8 nt. Aun en una realizacién adicional, el saliente 3' tiene una longitud de 2-6 nt. En una realizacion, el
saliente 3' tiene una longitud de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0 10 nt.

En una realizacion alternativa, la molécula de ARN duplex comprende una regién bicatenaria, un extremo romo, y un
saliente 5' (véase, por ejemplo, la figura 2A).

En una realizacion, el saliente 5' tiene una longitud de 1-10 nt. En una realizacién adicional, el saliente &' tiene una
longitud de 1-6 nt. Aun en una realizacion adicional, el saliente 5' tiene una longitud de 2-4 nt. En una realizacion, el
saliente 5' tiene una longitud de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 0 10 nt.

2.3. La molécula de ARN duplex con dos salientes 5' o dos 3'

En una realizacion, la molécula de ARN duplex comprende una region bicatenaria, y dos salientes 3' o dos salientes
5' (véanse, por ejemplo, las figuras 2C y 2D). La molécula de ARN comprende una primera cadena y una segunda
cadena, en la que la primera cadena y la segunda cadena forman una region bicatenaria, en la que la primera
cadena es mayor que la segunda cadena.

En una realizacion, la region bicatenaria tiene una longitud de 3-98 pb. En una realizacion adicional, la region
bicatenaria tiene una longitud de 5-28 pb. Aun en una realizacion adicional, la region bicatenaria tiene una longitud
de 10-18 pb. La longitud de la region bicatenaria puede ser de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 0 30 pb.

En una realizacion, la primera cadena es al menos 1 nt mas larga que la segunda cadena. En una realizacion
adicional, la primera cadena es al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 nt mas
larga que la segunda cadena. En otra realizacién, la primera cadena es 20-100 nt mas larga que la segunda cadena.
En una realizacion adicional, la primera cadena es 2-12 nt mas larga que la segunda cadena. Aun en una realizacion
adicional, la primera cadena es 4-10 nt mas larga que la segunda cadena.

En una realizacion, la primera cadena tiene una longitud de 5-100 nt. En una realizacién adicional, la primera cadena
tiene una longitud de 5-100 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-30 nucledtidos. Aun en una realizacién
adicional, la primera cadena tiene una longitud de 10-30 nt, y la segunda cadena tiene una longitud de 3-18
nucledtidos. En otra realizacién, la primera cadena tiene una longitud de 12-26 nucleétidos, y la segunda cadena
tiene una longitud de 10-16 nucleétidos.
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En una realizacion alternativa, la molécula de ARN duplex comprende una region bicatenaria, y dos salientes 3'
(véase, por ejemplo, la figura 2C). La region bicatenaria comparte caracteristicas similares como se describe con
respecto a otras realizaciones.

En una realizacion, el saliente 3' tiene una longitud de 1-10 nt. En una realizacién adicional, el saliente 3' tiene una
longitud de 1-6 nt. Aun en una realizacion adicional, el saliente 3' tiene una longitud de 2-4 nt. En una realizacion, el
saliente 3' tiene una longitud de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 0 10 nt.

En una realizacion, la molécula de ARN duplex comprende una region bicatenaria, y dos salientes 5' (véase, por
ejemplo, la figura 2D).

0157] En una realizacion, el saliente 5' tiene una longitud de 1-10 nt. En una realizacion adicional, el saliente 5' tiene
una longitud de 1-6 nt. Aun en una realizaciéon adicional, el saliente 5' tiene una longitud de 2-4 nt. En una
realizacion, el saliente 3' tiene una longitud de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 010 nt.

3. El disefio de los aiRNA

Se usan ampliamente siRNA y miRNA como herramientas de investigacion, y se desarrollan como farmacos
candidatos (véase, por ejemplo, Dykxhoorn, Novina & Sharp. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 4: 457-467 (2003); Kim &
Rossi, Nature Rev. Genet. 8: 173-184 (2007); de Fougerolles, y col. Nature Rev. Drug Discov. 6: 443-453 (2007);
Czech, NEJM 354: 1194-1195 (2006); y Mack, Nature Biotech. 25: 631-638 (2007)). Las moléculas de ARN duplex
de la presente invencion, es decir, los aiRNA, pueden obtenerse de siRNA y miRNA conocidos en el campo.

La presente invencién proporciona un método para convertir un siRNA o un miRNA en el aiRNA. La conversién da
como resultado una nueva molécula de ARN duplex que tiene al menos una propiedad mejorada en comparacion
con la molécula original. La propiedad puede ser el tamanio, la eficacia, la potencia, la velocidad de aparicion, la
durabilidad, el coste de la sintesis, los efectos no especificos, la repuesta a interferdn, o la administracion.

En una realizaciéon, la molécula original es una molécula de ARN duplex, tal como un siRNA. La molécula de ARN
duplex comprende una cadena no codificante (por ejemplo, una cadena guia) y una cadena codificante (por ejemplo,
una cadena acompafiante) que forman al menos una region bicatenaria. El método comprende cambiar la longitud
de una o ambas cadenas de manera que la cadena no codificante sea mas larga que la cadena codificante. En una
realizacién, la cadena acompanante codificante se acorta. En otra realizacion, la cadena no codificante se alarga.
Aun en una realizacion adicional, la cadena codificante se acorta y la cadena no codificante se alarga. Las cadenas
de ARN no codificantes y codificantes, intactas o con el tamafio cambiado, pueden sintetizarse, y después
combinarse en condiciones, en las que se forma una molécula de aiRNA.

En una realizacién adicional, el método comprende cambiar la longitud de la cadena no codificante y/o codificante de
manera que se forme la molécula de ARN duplex que tenga al menos uno de un saliente 3' de 1-6 nucledtidos y un
saliente 5' de 1-6 nucledtidos.

Como alternativa, las moléculas de ARN duplex de la presente invencion pueden disefiarse de novo. Una molécula
de ARN duplex de la presente invencion puede disefiarse aprovechando los métodos de disefio para los siRNA y
miRNA, tal como el método de desplazamiento génico.

Una molécula de ARN de la presente invencion puede estar disefiada con enfoques bioinformaticos, y después se
ensaya in vitro e in vivo para determinar su eficacia de modulacién contra el gen diana y la existencia de cualquier
efecto no especifico. En base a estos estudios, las secuencias de las moléculas de ARN pueden seleccionarse
entonces y modificarse para mejorar la eficacia de modulacién contra el gen diana, y para minimizar los efectos no
especificos. (véase, por ejemplo, Patzel, Drug Discovery Today 12: 139-148 (2007)).

3.1. Reqion desajustada o desigual en la molécula de ARN duplex

Las dos cadenas sencillas del duplex de aiRNA pueden tener al menos una regiéon desajustada o imperfectamente
correspondiente que contiene, por ejemplo, una o méas incompatibilidades. En una realizacion, la region desajustada
o imperfectamente correspondiente es al menos una region final de la molécula de ARN, incluyendo una regién final
con un extremo romo, una region final con una ranura 3' o un saliente 5', y una regién final con una ranura 5' o un
saliente 3'. Como se usa en el presente documento, la region final es una regién de la molécula de ARN que incluye

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2617877713

un extremo y el area adyacente.

En una realizacion, la region desajustada o imperfectamente correspondiente esta en una region bicatenaria de la
molécula de aiRNA. En una realizacion adicional, el diplex de ARN asimétrico tiene una estructura de abultamiento
o bucle no correspondiente.

3.2. Motivos de secuencia en la molécula de ARN duplex

En el disefio de una molécula de aiRNA de la invencion, el contenido de CG global puede variar. En una realizacion,
el contenido de GC de la regién bicatenaria es del 20-70 %. En una realizacion adicional, el contenido de GC de la
region bicatenaria es menor del 50 %, o preferiblemente del 30-50 %, para facilitar la separacion catenaria dado que
el emparejamiento G-C es mas fuerte que el emparejamiento A-U.

La secuencia nucleotidica en un saliente terminal, en algunas realizaciones, por ejemplo, el terminal 5', puede
disefarse de forma independiente a partir de cualquier secuencia plantilla (por ejemplo, una secuencia de ARNm
diana), es decir, no tiene que ser sustancialmente complementaria a un ARNm diana (en el caso de un mimético de
siRNA o miRNA) o un miRNA diana (en el caso de un inhibidor de miRNA). En una realizacion, el saliente, por
ejemplo, en 5' 0 3', de la cadena mas larga o no codificante, es un motivo "AA", "UU" o "dTdT", que han mostrado un
aumento de la eficacia en comparacion con algunos otros motivos. En una realizacién, el saliente 5' de la cadena
mas larga o no codificante tiene un motivo "AA". En otra realizacion, el saliente 3' de la cadena mas larga o no
codificante tiene un motivo "UU".

3.3. Sustitucién nucleotidica

Uno o mas de los nucledtidos en la molécula de ARN de la invencién pueden sustituirse con desoxinucleotidos o
nucledtidos modificados o analogos nucleotidicos. La sustitucion puede tener lugar en cualquier parte en la molécula
de ARN, por ejemplo, una o ambas de las regiones de saliente, y/o una region bicatenaria. En algunos casos, la
sustitucion mejora una propiedad fisica de la molécula de ARN, tal como la afinidad de cadena, la solubilidad y la
resistencia a la degradacion de RNasa o la estabilidad mejorada de otro modo.

En una realizacién, el nucleétido modificado o analogo es un ribonucleétido modificado en azucar, estructura y/o
base. El ribonucledtido modificado en estructura puede tener una modificacién en un enlace fosfodiéster con otro
ribonucleétido. En una realizacion, el enlace fosfodiéster en la molécula de ARN se modifica para incluir al menos un
heteroatomo de nitrégeno y/o azufre. En una realizacion, el nucleétido modificado o andlogo es una base inusual o
una base modificada. En una realizacion, el nucleétido modificado o analogo es inosina, o una base ftritilada.

En una realizacion adicional, el analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en azucar en el que el grupo 2'-
OH se reemplaza por un grupo seleccionado entre el grupo que consiste en H, OR, R, halo, SH, SR, NH;, NHR,
NRz, y CN, en el que cada R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo, alquenilo y
alquinilo C1-C6, y halo se selecciona entre el grupo que consiste en F, Cl, Bre I.

En una realizacion, el analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en estructura que contiene un grupo
fosfotioato.

4. Las utilidades

La presente invencidén también proporciona un método de modulacidon de la expresidn génica en una célula o un
organismo (método de silenciamiento). El método comprende las etapas de poner en contacto dicha célula u
organismo con la molécula de ARN duplex en condiciones en las que puede producirse un silenciamiento génico
selectivo, y mediar un silenciamiento génico selectivo realizado por dicha molécula de ARN duplex hacia un acido
nucleico diana que tiene una porcion de secuencia sustancialmente correspondiente al ARN bicatenario.

En una realizacion, la etapa de contacto comprende la etapa de introducir dicha molécula de ARN duplex en una
célula diana en cultivo o en un organismo en el que puede producirse un silenciamiento génico selectivo. En una
realizacion adicional, la etapa de introduccion comprende transfeccion, lipofeccidn, infeccion, electroporacion, u otras
tecnologias de administracion.

En una realizacion, el método de silenciamiento se usa para determinar la funcién o utilidad de un gen en una célula
0 un organismo.
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El método de silenciamiento puede usarse para modular la expresion de un gen en una célula o un organismo. En
una realizacion, el gen se asocia a una enfermedad, por ejemplo, una enfermedad humana o una enfermedad
animal, una afeccion patoldgica, o una afeccion no deseable. En una realizacion adicional, el gen es un gen de un
microorganismo patdgeno. Aun en una realizacién adicional, el gen es un gen virico. En otra realizacion, el gen es
un gen asociado a tumor.

En una realizaciéon alternativa, el gen es un gen asociado a enfermedades autoinmunes, enfermedades
inflamatorias, enfermedades degenerativas, enfermedades infecciosas, enfermedades proliferativas, enfermedades
metabdlicas, trastornos mediados por procesos inmunitarios, enfermedades alérgicas, enfermedades
dermatoldgicas, enfermedades neoplasicas, trastornos gastrointestinales, trastornos respiratorios, trastornos
cardiovasculares, trastornos renales, trastornos reumatoides, trastornos neuroldgicos, trastornos endocrinos y
envejecimiento.

4. 1. Herramientas de investigacion

Las moléculas de ARN de la presente invencion pueden usarse para crear "atenuacion" génica en modelos animales
en oposicion a modelos desactivados modificados genéticamente para descubrir funciones génicas. Los métodos
también pueden usarse para silenciar genes in vitro. Por ejemplo, el aiRNA puede transfectarse en las células. El
aiRNA puede usarse con respecto a 1 como una herramienta de investigacion en la identificacion y validacion de la
diana farmacoldgica/ruta, y otra investigacién biomédica en investigacion y desarroll6 de farmacos.

4.2 Usos terapéuticos

Las moléculas de ARN de la presente invencién pueden usarse para el tratamiento y/o prevenciéon de diversas
enfermedades o afecciones indeseables, incluyendo las enfermedades resumidas (Czech, 2006; de Fougerolles y
col., 2007; Dykxhoorn y col., 2003; Kim y Rossi, 2007; Mack, 2007).

En una realizacion, la presente invencion puede usarse como una terapia contra el cancer o para impedir el cancer.
Las moléculas de ARN de la presente invencién pueden usarse para silenciar o atenuar los genes implicados en la
proliferacién celular u otros fenotipos de cancer. Los ejemplos de estos genes son k-Ras, (3-catenina, Nbs1, EF2,
Stat3, PTEN, p70S6K, mTOR, Rsk1, PCNA, Parp1, Survivina, NQO1 y p21. Especificamente, k-Ras y B-catenina
son genes terapéuticos de cancer de colon. Estos oncogenes son activos y relevantes en la mayor parte de los
casos clinicos.

Estas moléculas de ARN también pueden usarse para silenciar o atenuar dianas génicas no cancerosas. Las
moléculas de ARN de la invencion pueden usarse para tratar o prevenir enfermedades oculares, (por ejemplo,
degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) y retinopatia diabética (DR)); enfermedades infecciosas (por
ejemplo, VIH/SIDA, virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC), virus del papiloma humano (VPH),
virus del herpes simple (VHS), RCV, citomegalovirus (CMV), fiebre del Dengue, virus del Nilo occidental);
enfermedades respiratorias (por ejemplo, virus sincitial respiratorio (VSR), asma, fibrosis quistica); enfermedades
neuroldgicas (por ejemplo, enfermedad de Huntingdon (HD), esclerosis lateral amiotrofica (ELA), lesién de la médula
espinal, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, dolor); enfermedades cardiovasculares; trastornos
metabolicos (por ejemplo, diabetes); trastornos genéticos; y enfermedades inflamatorias (por ejemplo, enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD), artritis, enfermedad reumatoide, trastornos autoinmunes), enfermedades
dermatoldgicas.

Diversos genes pueden silenciarse usando la molécula de ARN duplex asimétrico de la presente invencion. En una
realizacion, la primera cadena comprende una secuencia que es sustancialmente complementaria a la secuencia de
ARNm diana de un gen seleccionado entre el grupo que consiste en un gen de desarrollo, un oncogén, un gen
supresor de tumor, y un gen enzimatico, y un gen para una molécula de adhesion, un inhibidor de ciclina cinasa, un
miembro de la familia Wnt, un miembro de la familia Pax, un miembro de la familia de hélice alada, un miembro de la
familia Hox, una citocinal/linfocina o su receptor, un factor de crecimiento/diferenciaciéon o su receptor, un
neurotransmisor o su receptor, ABL1, BCL1, BCL2, BCL6, CBFA2, CBL, CSFIR, ERBA, ERBB, EBRB2,ETS1, ETS1,
ETV6, FGR, FOS, FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN, MDM2, MLL, MYB, MYC, MYCL1, MYCN, NRAS,
PIM1, PML, RET, SRC, TAL1, TCL3 y YES) (por ejemplo, APC, BRCA1, BRCA2, MADH4, MCC, NF1, NF2, RB1,
TP53, WT1, una ACP desaturasa o hidroxilasa, una ADP-glucosa piroforilasa, una ATPasa, una alcohol
deshidrogenasa, una amilasa, una amiloglucosidasa, una catalasa, una celulasa, una ciclooxigenasa, una
descarboxilasa, una dextrinasa, una ADN o ARN polimerasa, una galactosidasa, una glucanasa, una glucosa
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oxidasa, una GTPasa, una helicasa, una hemicelulasa, una integrasa, una invertasa, una isomerasa, una cinasa,
una lactasa, una lipasa, una lipoxigenasa, una lisozima, una pectinesterasa, una peroxidasa, una fosfatasa, una
fosfolipasa, una fosforilasa, una poligalacturonasa, una proteinasa o peptidasas, una pulanasa, una recombinasa,
una transcriptasa inversa, una topoisomerasa, una xilanasa, k-RAS, B-Catenina, Rsk1, PCNA, p70S6K, Survivina,
mTOR, PTEN, Parp1, o p21.

La presente invencién proporciona un método para tratar una enfermedad o afeccidon no deseable. EI método
comprende usar la molécula de ARN duplex asimétrico para realizar el silenciamiento génico de un gen asociado a
la enfermedad o afeccion no deseable.

4.3. Conversion de las moléculas de ARN (aiRNA) en farmacos

4.3.1. Modificaciones de las moléculas de ARN

Las moléculas de ARN desnudo son relativamente inestables y pueden degradarse in vivo relativamente rapido.
Pueden introducirse modificaciones quimicas en las moléculas de ARN de la presente invenciéon para mejorar su
semivida y reducir aun mas el riesgo de efectos no especificos del direccionamiento génico, sin reducir sus
actividades biolégicas.

Las modificaciones de las moléculas de ARN se han investigado para mejorar la estabilidad de diversas moléculas
de ARN, incluyendo ARN no codificante, ribozima, aptamero y ARNi (Chiu y Rana, 2003; Czauderna y col., 2003; de
Fougerolles y col., 2007; Kim y Rossi, 2007; Mack, 2007; Zhang y col., 2006; y Schmidt, Nature Biotech. 25: 273-275
(2007))

Puede usarse cualquier modificacion de estabilizacion conocida por un experto en la técnica para mejorar la
estabilidad de las moléculas de ARN de la presente invencion. En las moléculas de ARN de la presente invencién,
se pueden introducir modificaciones quimicas en la estructura del fosfato (por ejemplo, enlaces fosforotioato), la
ribosa (por ejemplo, acidos nucleicos bloqueados, 2'-desoxi-2'-fluorouridina, 2'-O-metilo), y/o la base (por ejemplo, 2'-
fluoropirimidinas). A continuacion se resumen varios ejemplos de dichas modificaciones quimicas.

Se pueden adoptar modificaciones quimicas en la posicion 2' de la ribosa, tales como 2'-O-metilpurinas y 2'-
fluoropirimidinas, que aumentan la resistencia a la actividad endonucleasa en suero, para estabilizar las moléculas
de ARN de la presente invencion. La posicion para la introduccion de la modificacion debe seleccionarse
cuidadosamente para evitar reducir significativamente la potencia de silenciamiento de la molécula de ARN. Por
ejemplo, las modificaciones en el extremo 5' de la cadena guia pueden reducir la actividad silenciadora. Por otro
lado, las modificaciones de 2'-O-metilo pueden escalonarse entre las dos cadenas de ARN en la regién bicatenaria
para mejorar la estabilidad mientras se reserva la potencia del silenciamiento génico. Las modificaciones de 2'-O-
metilo también pueden eliminar o reducir la induccién del interferén.

Otra modificacion estabilizante es el enlace fosforotioato (P=S). La introduccion del enlace fosforotioato (P=S) en las
moléculas de ARN, por ejemplo, en el saliente 3', puede proporcionar proteccién contra la exonucleasa.

La introduccion de desoxirribonucleétidos en las moléculas de ARN también puede reducir el coste de fabricacion y
aumentar la estabilidad.

En una realizacion, el saliente 3', el saliente 5', 0 ambos, se estabilizan contra la degradacion.

En una realizacién, la molécula de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o su andlogo. En una
realizacién adicional, el ribonucleétido modificado se modifica en su azlcar, estructura, base, o cualquier
combinacion de los tres.

En una realizacion, el analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en azucar. En una realizacion adicional,
el grupo 2'-OH del analogo nucleotidico se reemplaza por un grupo seleccionado entre H, OR, R, halo, SH, SR, NHy,
NHR, NRz, o CN, en el que cada R es independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo C1-C6, y halo es F, CI, Br o
l.

En una realizacion alternativa, el analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en estructura que contiene un
grupo fosfotioato.
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En una realizacion, la molécula de ARN duplex contiene al menos un desoxinucleétido. En una realizacion adicional,
la primera cadena comprende 1-6 desoxinucledtidos. Aun en una realizacion adicional, la primera cadena
comprende 1-3 desoxinucledtidos. En otra realizacion, el saliente 3' comprende 1-3 desoxinucleétidos. En una
realizaciéon adicional, el saliente 5' comprende 1-3 desoxinucleétidos. En una realizacion alternativa, la segunda
cadena comprende 1-5 desoxinucleoétidos.

En una realizacién, la molécula de ARN duplex comprende un saliente 3' o un saliente 5' que contiene al menos un
desoxinucledtido. En otra realizacion, el ARN, el saliente 3' y/o el saliente 5' consisten en desoxinucleétidos.

En una realizacion, la molécula de ARN duplex se conjuga con una entidad. En una realizacién adicional, la entidad
se selecciona entre el grupo que consiste en péptido, anticuerpo, polimero, lipido, oligonucleétido y aptamero.

En otra realizacion, la primera cadena y la segunda cadena se unen por un enlazador quimico.

4.4. Administracion in vivo de las moléculas de ARN

Un obstaculo importante para el uso terapéutico de ARNi es la administracion de siRNA a la célula diana (Zamore y
Aronin, 2003). Se han desarrollado diversos enfoques para la administracion de moléculas de ARN, especialmente
moléculas de siRNA (de Fougerolles y col., 2007; Dykxhoorn y col., 2003; Kim y Rossi, 2007). Cualquier método de
administracion conocido por un experto en la técnica puede usarse para la administracion de las moléculas de ARN
de la presente invencion.

Los problemas principales en la administracion incluyen la inestabilidad en suero, la distribucién no especifica, las
barreras tisulares y la respuesta no especifica al interferon (Lu & Woodle, Methods in Mol Biology 437: 93-107
(2008)). En comparacion con sus homélogos de siRNA y miARN, las moléculas de aiRNA poseen varias ventajas
que deberian hacer disponibles una gama mas amplia de métodos para el fin de administracion. En primer lugar, los
aiRNA pueden disefarse para ser mas pequefios que sus homologos de siRNA y miARN, por lo tanto, reduciendo o
eliminando cualquier respuesta a interferon. En segundo lugar, los aiRNA son mas potentes, aparecen mas rapido,
son mas eficaces y tienen mayor duracion, por lo tanto, se requiere menos cantidad/dosificacion de aiRNA para
lograr una meta terapéutica. En tercer lugar, el aiRNA es bicatenario y mas estable que los oligos y los miRNA no
codificantes monocatenarios, y pueden modificarse adicionalmente quimicamente para mejorar la estabilidad. Por lo
tanto, las moléculas de ARN de la invencion pueden administrarse a un sujeto a través de una diversidad de rutas de
administracion sistémica o local. En algunas realizaciones, las moléculas de la invencién se administran a través de
rutas de administracion sistémica e incluyen intravenosa (l.V.) e intraperitoneal (ip). En otras realizaciones, las
moléculas de la invencion se administran a través de vias de administracion local, por ejemplo intranasal, intravitrea,
intratraqueal, intracerebral, intramuscular, intraarticular e intra-tumoral.

Los ejemplos de las tecnologias de administracion incluyen inyeccion directa de moléculas de ARN desnudo,
conjugacion de las moléculas de ARN con un ligando natural tal como colesterol, o un aptamero, administracion
formulada en liposomas, y una unién no covalente a proteinas de fusiéon de anticuerpo-protamina. Otras opciones de
portadores incluyen portadores cargados positivamente (por ejemplo, lipidos y polimeros catidnicos) y diversos
portadores de proteinas. En una realizacion, la administracion de las moléculas de la invencion utiliza un sistema de
administraciéon dirigido a ligando basado en los sistemas de complejo de liposomas catidnicos o complejos
poliméricos (Woodle, y col. J Control Release 74: 309-311; Song, y col. Nat Biotechnol. 23(6): 709-717 (2005);
Morrissey y col. Nat Biotechnol. 23(8): 1002-1007 (2005)).

En una realizacion, las moléculas de la invencion se formulan con un vehiculo de colageno, por ejemplo,
atelocolageno, para una administracion in vivo. Se ha indicado que el atelocolageno protege al siRNA de la digestion
por RNasa y permite una liberacion sostenida (Minakuchi, y col. Nucleic Acids Res. 32: €109 (2004); Takei y col.
Cancer Res. 64: 3365-3370 (2004)). En otra realizacion, las moléculas de la invencion se formulan con
nanoparticulas o forman una nanoemulsién, por ejemplo, nanoparticulas dirigidas a ligando de péptido RGD. Se ha
demostrado que se pueden combinar diferentes oligos de siRNA en la misma nanoparticula dirigida a ligando de
RGD para el direccionamiento a varios genes al mismo tiempo (Woodle y col. Materials Today 8 (compl. 1): 34-41
(2005)).

También pueden utilizarse vectores virales para la administracion de las moléculas de ARN de la presente invencion.
En una realizacion, los vectores lentivirales se utilizan para administrar los transgenes de moléculas de ARN que se
integran en el genoma para una expresion estable. En otra realizacién, se usan adenovirus y virus adeno-asociados
(AAV) para administrar los transgenes de moléculas de ARN que no se integran en el genoma y tienen expresion

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2617877713

episomal.

Ademas, pueden usarse bacterias para la administracion de las moléculas de ARN de la presente invencion (Xiang y
col., 2006).

5. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones

La presente invencién proporciona adicionalmente una composiciéon farmacéutica. El producto farmacéutico
comprende como un agente activo al menos una molécula de ARN duplex asimétrico y uno o mas portadores
seleccionados entre el grupo que consiste en un vehiculo farmacéutico, un vehiculo de carga positiva, un liposoma,
un vehiculo de proteina, un polimero, una nanoparticula, una nanoemulsién, un lipido y un lipoide. En una
realizacion, la composicion sirva para aplicaciones de diagndstico, o para aplicaciones terapéuticas.

Las composiciones farmacéuticas y formulaciones de la presente invencidon pueden ser iguales o similares a las
composiciones farmacéuticas y formulaciones desarrolladas para siRNA, miRNA, y ARN no codificante (de
Fougerolles y col., 2007; Kim y Rossi, 2007), excepto para el ingrediente de ARN. El siRNA, miRNA, y el ARN no
codificante en las composiciones farmacéuticas y formulaciones pueden reemplazarse por las moléculas de ARN
duplex de la presente informacion. Las composiciones farmacéuticas y formulaciones también pueden modificarse
adicionalmente para alojar las moléculas de ARN duplex de la presente informacion.

Una "sal farmacéuticamente aceptable” o "sal" de la molécula de ARN duplex desvelada es un producto de la
molécula de ARN duplex desvelada que contiene un enlace iénico, y se produce tipicamente haciendo reaccionar la
molécula de ARN duplex desvelada con un acido o una base, adecuada para la administracion a un sujeto. La sal
farmacéuticamente aceptable puede incluir, pero sin limitacién, sales de adicién de acidos, incluyendo clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos, sulfatos, sulfatos de hidrégeno, alquilsulfonatos, arilsulfonatos, acetatos, benzoatos, citratos,
maleatos, fumaratos, succinatos, lactatos y tartratos; cationes de metales alcalinos tales como Na, K, Li, sales de
metales alcalinotérreos, tales como Mg o Ca, o sales de aminas organicas.

Una "composicion farmacéutica" es una formulacion que contiene las moléculas de ARN duplex desveladas en una
forma adecuada para la administracion a un sujeto. En una realizacion, la composicién farmacéutica esta a granel o
en forma de dosificaciéon unitaria. La forma de dosificacion unitaria es cualquiera de una diversidad de formas,
incluyendo, por ejemplo, una capsula, una bolsa IV, un comprimido, una bomba individual en un inhalador de aerosol
o un vial. La cantidad de principio activo (por ejemplo, una formulacién de la molécula de ARN duplex desvelada o
sales de la misma) en una dosis unitaria de composicién es una cantidad eficaz y varia de acuerdo con el
tratamiento particular implicado. Un experto en la técnica apreciara que a veces es necesario realizar variaciones
rutinarias de la dosificacion dependiendo de la edad y condicion del paciente. La dosificacion también dependera de
la via de administracion. Se contempla una diversidad de vias, incluyendo las vias oral, pulmonar, rectal, parenteral,
transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intranasal y similares. Las formas de
dosificacion para la administracion tépica o transdérmica de una molécula de ARN duplex de esta invencion incluyen
polvos, aerosoles, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. En una realizacion,
la molécula activa de ARN duplex se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
y con cualquier conservante, tampon o propulsor que se requiera.

La presente invencion proporciona un método de tratamiento que comprende administrar una cantidad eficaz de la
composicion farmacéutica a un sujeto que lo necesite. En una realizacion, la composicion farmacéutica se administra
a través de una ruta seleccionada entre el grupo que consiste en iv, sc, tépica, po e ip. En otra realizacion, la
cantidad eficaz es de 1 ng a 1 g por dia, de 100 ng a 1 g por dia, o de 1 ug a 1 mg por dia.

La presente invencion también proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden una molécula de ARN
duplex de la presente invencién en combinacién con al menos un excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Como se usa en el presente documento, "excipiente farmacéuticamente aceptable" o "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" pretende incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
revestimiento, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion, y similares,
compatibles con la administracion farmacéutica. Los vehiculos adecuados se describen en "Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, Twentieth Edition," Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA., que se incorpora en el
presente documento por referencia. Los ejemplos de tales vehiculos o diluyentes incluyen, pero sin limitacion, agua,
solucién salina, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa y albumina sérica humana al 5%. También se pueden
utilizar liposomas y vehiculos no acuosos, tales como aceites fijos. El uso de tales medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente
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convencional sea incompatible con la molécula de ARN duplex activo, se contempla el uso de los mismos en las
composiciones. También se pueden incorporar moléculas de ARN duplex activas complementarias en las
composiciones.

Los métodos para la formulacion se desvelan en la Solicitud Internacional PCT PCT/US02/24262 (documento
WOO03/011224, Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2003/0091639 y Publicacién de Solicitud
de Patente de Estados Unidos n.° 2004/0071775, cada una de las cuales se incorpora por referencia en el presente
documento.

Se administra una molécula de ARN duplex de la presente invencién en una forma de dosificacion adecuada
preparada combinando una cantidad terapéuticamente eficaz (por ejemplo, un nivel eficaz suficiente para conseguir
el efecto terapéutico deseado a través de la inhibicion del crecimiento tumoral, la muerte de células tumorales, el
tratamiento o la prevencion de trastornos proliferativos celulares, etc.) de una molécula de ARN duplex de la
presente invencién (como un principio activo) con vehiculos o diluyentes farmacéuticos estandar de acuerdo con
procedimientos convencionales (es decir, produciendo una composicién farmacéutica de la invencion). Estos
procedimientos pueden implicar mezclar, granular y comprimir o disolver los ingredientes segun sea apropiado para
lograr la preparacion deseada. En otra realizacion, se administra una cantidad terapéuticamente eficaz de una
molécula de ARN duplex de la presente invencién en una forma de dosificacion adecuada sin vehiculos o diluyentes
farmacéuticos estandar.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen vehiculos sélidos tales como lactosa, terra alba, sacarosa,
talco, gelatina, agar, pectina, acacia, estearato de magnesio, acido estearico y similares. Los ejemplos de vehiculos
liquidos incluyen jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva, agua y similares. De manera similar, el vehiculo o
diluyente puede incluir un material de retardo conocido en la técnica, tal como monoestearato de glicerilo o
diestearato de glicerilo, en solitario o con una cera, etilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, metacrilato de metilo o
similares. Otras cargas, excipientes, saporiferos, y otros aditivos, tales como se conocen en la técnica, también se
pueden incluir en una composicién farmacéutica de acuerdo con esta invencion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen moléculas de RNA duplex activas de la presente invencion pueden
fabricarse de una manera que se conoce generalmente, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de
mezcla, disolucién, granulaciéon, formacion de grageas, levigacion, emulsion, encapsulacion, atrapamiento o
liofilizacion. Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de una manera convencional usando uno o mas
vehiculos fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y/o auxiliares que facilitan el procesamiento de
las moléculas de ARN duplex activo en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. Por supuesto, la
formulacion apropiada depende de la via de administracion elegida.

Una molécula de ARN duplex o composicion farmacéutica de la invencion se puede administrar a un sujeto en
muchos de los métodos bien conocidos usados actualmente para tratamiento quimioterapéutico. Por ejemplo, para
el tratamiento de canceres, una molécula de ARN duplex de la invencion puede ser inyectada directamente en los
tumores, inyectada en el torrente sanguineo o cavidades corporales o puede tomarse por via oral o aplicarse a
través de la piel con parches. Para el tratamiento de afecciones psoriasicas, las vias de administracion preferidas
son la administracion sistémica (por ejemplo, administracion oral) o la administracion topica en areas afectadas de la
piel. La dosis elegida debe ser suficiente para constituir un tratamiento eficaz pero no tan alta como para causar
efectos secundarios inaceptables. El estado de la afeccidon de la enfermedad (por ejemplo, cancer, psoriasis y
similares) y la salud del paciente deben controlarse estrechamente durante un periodo razonable después del
tratamiento.

Ejemplos

A continuacidon se proporcionan ejemplos para ilustrar adicionalmente diferentes caracteristicas de la presente
invencion. Los ejemplos ilustran también una metodologia util para la practica de la invencion. Estos ejemplos no
limitan la invencion reivindicada.

El ARN de interferencia (ARNi) es un mecanismo catalitico de silenciamiento especifico de genes en organismos
eucariotas con profundas implicaciones para la biologia y la medicina (Fire y col., 1998), 12. El ARNi esta mediado
por el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC) (Hammond y col., 2000; Martinez y Tuschl, 2004; Rana,
2007) tras la incorporacion con ARN interferentes pequefios (siRNA) de 19-21 pares de bases (pb) con salientes 3',
el duplex de ARN mas pequefio conocido a introducir en RISC y mediar el ARNi (Elbashir y col., 2001a; Elbashir y
col., 2001b; Elbashir y col., 2001c; Fire y col., 1998; Zamore y col., 2000). Como el sustrato natural del complejo
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enzimatico RISC, el siRNA puede sintetizarse quimicamente o generarse a través del procesamiento catalizado por
Dicer de sus diversos precursores (Donze y Picard, 2002; Hammond y col., 2000; Kim y col., 2005; Paddison y col.,
2002). Aunque se utiliza ampliamente para el silenciamiento génico, el siRNA tiene una eficiencia limitada en el
silenciamiento génico con baja eficacia de silenciamiento para numerosos genes en las células de mamiferos (de
Fougerolles y col., 2007; lorns y col., 2007). Aqui se investigan los requisitos estructurales para un mediador de
ARNi eficiente en células de mamiferos. Sorprendentemente, se descubrié que duplex de ARN asimétrico de 14-
15 pb con salientes no codificantes duales median el silenciamiento génico potente y eficaz en las células de
mamiferos. EI ARN interferente asimétrico (aiRNA), estructuralmente caracterizado por ARN duplex de 14-15 pb con
los salientes no codificantes 3'y &', se incorporé a RISC con mayor eficacia que siRNA. El aiRNA caus6 una escision
especifica de secuencia del ARNm y el silenciamiento génico dirigido en células de mamiferos. Cuando se dirigi6 la
secuencia idéntica de ARNm de B-catenina, el aiRNA fue mas eficaz (casi del 100 %), potente (picoM), de inicio
rapido (menos de 24 h) y duradero (hasta 1 semana) que el siRNA en la mediacion del silenciamiento génico in vitro.
Estos resultados sugieren aiRNA como la estructura de diplex de ARN mas pequefio incorporado en RISC y el tipo
no siRNA de mediadores de ARNi que silencian los genes con una mejor eficiencia que siRNA en células de
mamiferos. Por lo tanto, aiRNA pueden tener un potencial significativo para la amplia aplicacion de ARNi.

Métodos y materiales

Cultivo celular y reactivos

Se obtuvieron células Hela, SW480, DLD1, HT29 y H1299 de ATCC, y se cultivaron en medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) que contenia suero fetal bovino al 10 % (FBS), 100 unidades/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina y L-glutamina 2 mM (Invitrogen). Se obtuvieron células mononucleares de sangre periférica fresca
(PBMC) de AliCells LLC y se mantuvieron en medio RPMI-1640 que contenia FBS al 10 % y pen./estrep.
(Invitrogen). Se sintetizaron ARN pequefios descritos en esta estudio por Dharmacon, Qiagen, o tecnologias de ADN
integrado (Tabla 2) y se hibridaron siguiendo las instrucciones del fabricante (figura 3a). Se usaron Ago2 humano
dirigido a siRNA, y Dicer (Ambion) a 100 nM. Las transfecciones de los ARN se realizaron usando DharmaFECT1
(Dharmacon) a las concentraciones indicadas. Se transfectd un vector de expresion Argonaute2 (Ago2) humano
(OriGene) usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). La estabilidad en suero se determind por la incubacion de duplex
de aiRNA o siRNA con suero humano al 10 % (Sigma) para la cantidad indicada de tiempo seguido de electroforesis
en gel de TBE-acrilamida no desnaturalizante y tincién de bromuro de etidio.

Analisis de transferencia Northern.

Para determinar los niveles de [-catenina, se extrajo el ARN total con TRIZOL (Invitrogen) de células Hela
transfectadas con siRNA o aiRNA en diversos puntos temporales. Se cargaron 20 ug de ARN celular total en cada
carril de un gel de agarosa desnaturalizante. Después de la electroforesis, el ARN se transfiri6 a una membrana
Hybond-XL Nylon (Amersham Biosciences), se entrecruzé por UV, y se horneé a 80 °C durante 30 min. Las sondas
que detectan ARNm de B-catenina y actina se preparan usando el kit de etiquetado de cebador aleatorio Prime-It Il
(Stratagene) del fragmento de ADNc de B-catenina (1-568 nt) y el fragmento de ADNc de actina (1-500 nt). Para
analizar la carga de RISC de ARN pequerio, se transfectaron siRNA o aiRNA en células Hela 48 horas después de
la transfeccion con pCMV-Ago2. Las células se lisaron en los puntos temporales indicados y se inmunoprecipitaron
con anticuerpo Ago2. Los inmunoprecipitados se lavaron, el ARN se aislé del complejo por extraccién de TRIZOL, y
se cargaron en un gel PAGE de TBE-Urea al 15 % (Bio-Rad). Tras la electroforesis, el ARN se transfiridé a una
membrana Hybond-XL Nylon. Se us6 un kit de sonda de miRNA mirVana (Ambion) para generar sondas de ARN
marcadas con *?P 5. Sonda no codificante (5-GUAGCUGAUAUUGAUGGACUU-3'). Sonda codificante (5'-
UCCAUCAAUAUCAGC-3")

Carga de Ago2-RISC in vitro.

Las cadenas codificantes y no codificantes de aiRNA o siRNA se marcaron en el extremo con %2p ysando T4 cinasa
(Promega). Los ARN marcados en el extremo se purificaron mediante fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, se
precipitaron con EtOH, y se resuspendieron en agua. Después, los ARN marcados se hibridaron en cadenas no
codificantes de siRNA o aiRNA como se describe. Para lisados in vitro, las células Hela se transfectaron durante 24
horas con un vector de expresion Ago2 humano, y los lisados S10 se generaron basicamente como se describe
(Dignam y col., 1983). Después, se afadié aiRNA o siRNA duplex marcados con cadena codificante o no codificante
5' al lisado Ago2-S10. Después de una incubacion de 5 min a 37 °C, Ago2 se inmunoprecipité como se describe, y
las fracciones asociadas a Ago2 (sedimento) y no asociadas a Ago2 (sobrenadante) se separaron en un gel de TBE-
acrilamida al 20 % y el gel se expuso a una pelicula para detectar la asociacién de Ago2 de una cadena codificante.
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Para los experimentos de competicion de aiRNA y siRNA, se usaron aiRNA y siRNA frios de hasta 100 pliegues para
competir con aiRNA o siRNA marcados con 2p para cargar al RISC. En resumen, se generaron los lisados S10 a
partir de células Hela transfectadas con el vector de expresion Ago2 como se describe. Después, se afadié aiRNA o
siRNA etiquetado a los lisados S10 seguido inmediatamente de adicion de aiRNA o siRNA no etiquetado. La
reaccion se incubd durante 5 min a 37 °C y se proces6 como se ha descrito anteriormente.

qRT-PCR.

Las células transfectadas con el aiRNA o siRNA indicado se cosecharon en los puntos de tiempo indicados después
de la transfeccion. ElI ARN se aislé con TRIZOL, y la qRT-PCR se realizé usando reactivos de RT-PCR de una etapa
TagMan y conjuntos de cebador y sonda para el ARNm indicado (Applied Biosystems). Los datos se presentan con
respecto a las células transfectadas de control y cada muestra se normaliza a los niveles de ARNm de activa. Para
el experimento en la figura 14d, las construcciones Stat3 se crearon clonando ADNc Stat3 (Origene) en pcDNA3.1" o
pcDNA3.1" en los sitios Hindlll-Xhol. Después, los vectores de expresion directos e inversos de Stat3 se co-
transfectaron en células Hela con aiStat3 o siStat3 durante 24 horas. Después, las células se cosecharon, el ARN se
aislé por TRIZOL, y la gqRT-PCR se realizé usando reactivos de RT-PCR de una etapa TagMan y conjuntos de
cebador y sonda para Stat3 o actina (Applied Biosystems). La RT-PCR se realizé en las mismas muestras de ARN
usando el kit de RT-PCR de una etapa Superscript (Invitrogen) y los cebadores de Stat3 directo (5'-
GGATCTAGAATCAGCTACAGCAGC-3") y de Stat3 inverso (5-TCCTCTAGAGGGCAATCTCCATTG-3') y los
cebadores de actina directo (5-CCATGGATGATGATATCGCC-3') vy de activa inverso (5'-
TAGAAGCATTTGCGGTGGAC-3').

RT-PCR.

Se preparé ARN total usando el TRIZOL, y el ADNc se sintetizd usando cebadores aleatorios con el sistema de RT-
PCR Thermoscript (Invitrogen). La PCR se realizé durante 20 ciclos usando Pfx polimerasa. Cebadores: ACTINA-1,
5" CCATGGATGATGATATCGCC-3'; ACTINA-2, 5-TAGAAGCATTTGCGGTGGAC- 3'; pB-catenina -1, 5'-
GACAATGGCTACTCAAGCTG-3'; B-catenina -2, 5-CAGGTCAGTATCAAACCAGG-3'.

Transferencia de Western.

Las células se lavaron dos veces con solucion salina tamponada con fosfato enfriada con hielo y se lisaron en
tampon de lisis (HEPES 50 mM, pH 7,5, Nonidet P-40 al 0,5 %, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM,
ortovanadato sédico 1 mM, ditiotreitol 1 mM, NaF 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM, y 10 yg/ml de cada uno
de pepstatina, leupeptina y aprotinina). Se separaron 20 ug de proteina soluble por SDS-PAGE vy se transfirieron a
membranas de PVDF. Se usaron en este estudio anticuerpos primarios contra 3-catenina, Nbs1, Survivina, p21,
Rsk1, k-Ras, Stat3, PCNA, NQO1, Actina (Santa Cruz), EF2, p70S6K, mTOR, PTEN (tecnologia de sefializacion
celular), Ago2 (Wako), Dicer (Novus), y Parp1 (EMD Biosciences). Los complejos de antigeno-anticuerpo se
visualizaron por quimioluminiscencia mejorada (GE Biosciences).

Analisis de 5'-RACE

ElI ARN total RNA (5 pg) de células Hela tratadas con aiRNA o aiRNA sin silenciamiento se ligé al adaptador de ARN
GeneRacer™ (Invitrogen, 5-CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3') sin ningun
procesamiento anterior. EI ARN ligado se transcribié de forma inversa en ADNc usando un cebador aleatorio. Para
detectar el producto de escision, la PCR se realizé usando cebadores complementarios al adaptador de ARN
(GeneRacer™ Cebador anidado 5" 5-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3') y cebador especifico de -
catenina (GSP: 5'-CGCATGATAGCGTGTCTGGAAGCTT-3'"). Los fragmentos de amplificacion se resolvieron en gel
de agarosa al 1,4 % y se dimensionaron usando una escalera Plus DNA de 1 kb (Invitrogen). El sitio de escisién
especifico se confirmé adicionalmente por secuenciacion de ADN.

Deteccion de la respuesta a interferon.

Para el experimento en la figura 15a, se incubaron PBMC directamente con siRNA o aiRNA de B-catenina 100 nM.
El ARN total se purificé en 16 horas usando TRIZOL, y los niveles de expresion génica sensibles a interferon se
determinaron por RT-PCR como se describe por el fabricante (System Biosciences). Para el experimento en la figura
15b, las células Hela se transfectaron con control o se transfectaron con 100 nM del aiRNA o siRNA indicado
durante 24 horas. El ARN total se purificd usando TRIZOL y los niveles de expresiéon génica sensibles a interferén se
determinaron por RT-PCR. Para el analisis de micromatrices, las células Hela se transfectaron con aiRNA o siRNA
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100 nM. El ARN total se purificé en 24 horas usando TRIZOL, y el ARN se usé para la hibridacién en Human

Genome U133 Plus 2.0 GeneChip (Affymetrix) de acuerdo con el protocolo del fabricante (ExpressionAnalysis, Inc.).

El ARN de células tratadas con DharmaFECT 1 se usd como control. Para calcular los valores de expresion del

transcrito, se usé Microarray Suite 5.0 con normalizaciéon cuantil, y se usaron en este estudio los transcritos con
5 suficientes sefales de hibridacion que se denominaran como presentes (P).

Secuencias de aiRNA y siRNA

La secuencia y la estructura de los duplex de aiRNA y siRNA se enumeraron en la Tabla 2. La ubicacién de la
10 mutacion puntual se enmarca en el aiRNA k-Ras.

Tabla 2

spoatenina IO sRekn SN
aip-catenina TN, aiRskt 0

SINCEU R S 4140045001905 A L1e)\ NS H 0 A SIS S A0 0
aiNbst  SITNET .. aiPCNA

seFz MBI seapt SRR
aiEF2 ceobi bbb ., aPapl

sistat3 sisurvivina ST
aistatd ., AIEENTINENEN L., aisuvivina | ATEEEETEEEEOIY.
SPTEN N snaot LA
APTEN UL, eNaot NI,
sip7086K , JEEIITIENANILT T 2t HERETEEE NSNS
aprosek  CETIINIEL..  aip21

smTOR LI airas L

aimTOR
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Evaluaciones en vida

También se realizaron examenes diarios sobre el estado de salud de cada animal. Los pesos corporales se
revisaron cada tres dias. Los alimentos y el agua se suministran diariamente de acuerdo con los procedimientos de
cria de animales de la instalacién. Los tratamientos que producia >20 % de letalidad y/o >20 % de pérdida neta de
peso corporal se consideraron toxicos. Los resultados se expresan como volumen tumoral medio (mm3) + SE. Los
valores de p <0,05 se consideran estadisticamente relevantes.

Cria de los animales

Ratones sin tratar atimicos machos o hembras de 4-5 semanas (Charles River Laboratories, Wilmington, MA), se
aclimataron a la instalacion de alojamiento de los animales durante al menos una semana antes de la iniciacion del
estudio. Todos los procedimientos experimentales utilizados fueron coherentes con las directrices descritas por la
American Physiology Society and the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals y también se aprobaron por
el Institutional Animal Care and Use Committee of Boston Biomedical Inc. Los animales se alojados en grupos de
cuatro en jaulas con astillas de madera en una sala que tenia una temperatura controlada (68 °F-72 °F), luz (ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas) y humedad (45-55 %). Los animales tuvieron acceso libre al agua y al alimento durante el
experimento.

Ejemplo 1. La interferencia asimétrica (aiRNA) causa un silenciamiento especifico de genes en células de mamifero

El andamiaje estructural del siRNA se considera la configuracidon esencial para la incorporacion en RISC y ARNi de
mediacion (Elbashir y col., 2001a; Elbashir y col., 2001b; Elbashir y col., 2001c; Rana, 2007; Zamore y col., 2000).
Sin embargo, se conoce muy poco sobre los requisitos del andamiaje del duplex de ARN para la incorporacion en
RISC y el silenciamiento génico. Para investigar el requisitos del andamiaje estructural para un mediador de ARNi
eficiente y un sustrato RISC, primero se determiné si los duplex de ARN mas cortos que los siRNA podria mediar el
silenciamiento génico. La longitud del ARN bicatenario (ds) es un determinante importante de su propension en la
activacion de las respuestas al interferon no especificas mediadas por la proteina cinasa R (PKR), el aumento del
coste de la sintesis y los desafios de administracion (Elbashir y col., 2001b; Sledz y col., 2003). Se disefié una serie
de dsRNA cortos que varian de 12 a 21 pb con salientes de 2 nucleétidos 3' o extremos romos dirigidos a diferentes
genes de mamiferos. No se detectd silenciamiento génico después de que la longitud se redujera por debajo de
19 pb (datos no presentados), lo cual es consistente con los informes anteriores en lisado de células de Drosophilia
Melanogaster (Elbashir y col., 2001b) y la nocién de que 19-21 pb es el duplex de siRNA mas corto que media ARNi
(Elbashir y col., 2001a; Elbashir y col., 2001b; Elbashir y col., 2001¢c; Rana, 2007; Zamore y col., 2000).

A continuacion se probo si los duplex de ARN de andamiaje sin siRNA con una configuracién asimétrica de salientes
podian mediar el silenciamiento génico. El duplex de siRNA contiene una cadena codificante simétrica y una cadena
no codificante. Aunque la estructura del ARNip duplex que contiene un saliente 3' se requiere para la incorporacion
en el complejo RISC, después de la escision mediada por Argonaute (Ago) de la cadena codificante, la cadena no
codificante dirige la escisién del ARNm diana (Hammond y col., 2001; Matranga y col., 2005; Tabara y col., 1999).
Se buscd hacer duplex de ARN asimétrico de varias longitudes con salientes en los extremos 3'y &' de la cadena no
codificante.

Los oligos con secuencias mostradas en la Tabla 3 se confirmaron por gel de poliacrilamida al 20 % después de la
hibridacion. Como se muestra en la figura 3A, cada carril se carga como se indica a continuacion: carril 1,
21 nt/21 nt; carril 2, 12 nt (a)/21 nt; carril 3, 12 nt (b)/21 nt; carril 4, 13 nt/13 nt; carril 5, 13 nt/21 nt; carril 6,
14 nt/14 nt; carril 7, 14 nt(a)/21 nt; carril 8, 14 nt(b)/21 nt; carril 9, 15 nt/15 nt; carril 10, 15 nt/21 nt.

Tabla 3
Oligos Secuencias SEQ ID NO:

21 nt/21 nt 5'-GUAGCUGAUAUUGAUGGACTT-3' 1
3'-TTCAUCGACUAUAACUACCUG-% 2

12 nt/21 nt (a) 5-UGAUAUUGAUGG-3' 3
3'-CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5' 4

12 nt/21 nt (b) 5'-CUGAUAUUGAUG-3' 5
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3'-CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
13 nt/21 nt 5'-CUGAUAUUGAUGG-3'
3'-CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
14 nt/21 nt (a) 5'-GCUGAUAUUGAUGG-3'
3'-CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
14 nt/21 nt (b) 5'-CUGAUAUUGAUGGA-3'
3'-CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
15 nt/21 nt 5'-GCUGAUAUUGAUGGA-3'
3'-CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'

OO~ NPOM

Las células HelLa se pusieron en placas a 200.000 células/pocillo en una placa de cultivo de 6 pocillos. Como se
muestra en la figura 3B, 24 horas mas tarde se transfectaron con siRNA desordenado (carril 1), E2F1 dirigido a
siRNA de 21 pb (carril 2, como un control para especificidad) o beta-catenina dirigida a siRNA de 21 pb (carril 3,
como control positivo), o la misma concentracion de aiRNA de diferente mezcla de longitud: 12 nt(a)/21 nt (carril 4);
12 nt (b)/21 nt (carril 5); 13 nt/21 nt (carril 6); 14 nt (a)/21 nt (carril 7); 14 nt (b)/21 nt (carril 8); 15 nt/21 nt (carril 9).
Las células se cosecharon 48 horas después de la transfeccion. La expresion de B-catenina se determind por
transferencia Western. E2F1 y actina se usan como controles. Los resultados demuestran que el ARN interferente
asimétrico (aiRNA) causa un silenciamiento especifico de genes en células de mamifero.

Con el fin de determinar las caracteristicas estructurales del aiRNA importante en la funcién del aiRNA, se generaron
multiples oligonucledtidos de aiRNA basados en la modificacion de la estructura de saliente no codificante dual
15/21 central (Tabla 4). Los aiRNA, resumidos en la Tabla 4, contenian modificaciones, incluyendo, pero sin
limitacion, la longitud de las cadenas codificantes y no codificantes, el grado de salientes codificantes y no
codificantes, y oligonucleétidos hibridos ARN-ADN.

La modificacién en la estructura de aiRNA 15/21 parental se hizo alterando la cadena codificante, la cadena no
codificante, o ambas (Tabla 4). Los duplex de aiRNA modificados se transfectaron en células Hela a 50 nM durante
48 horas. Las transferencias Western para B-catenina y actina se usaron para examinar el grado de silenciamiento
génico en comparacion con el aiRNA 15/21 parental y con la estructura de siRNA tradicional. También se ensayaron
modificaciones de aiRNA que contenian salientes de cadena codificante duales. Estos oligonucleétidos contienen
una cadena codificante de 21 bases emparejada con cadenas no codificantes de longitud diferente. Ademas,
también se examind la actividad de los oligonucledtidos de aiRNA que se habian modificado con bases de ADN. Las
sustituciones de ADN se hicieron tanto en las cadenas no codificantes como en las cadenas codificantes (Tabla 3).
Los oligonucleédtidos hibridos ARN-ADN ensayados contenian 1 o mas sustituciones de ADN en la cadena
codificante o la cadena no codificante, o contenian ARN no codificante de 21 bases emparejado con la longitud
indicada de cadena codificante de ADN. Los resultados del silenciamiento génico de estos diversos aiRNA se
mostraron en las figuras 4 y 5.

Tomados en conjunto, estos datos proporcionan pistas estructurales con respecto a la funcion del aiRNA.

En cuanto a la cadena codificante, estos datos indican que la longitud de 15 bases funciona bien, mientras que las
longitudes entre 14 y 19 bases permanecen funcionales. La cadena codificante puede corresponder a cualquier
parte de la cadena no codificante, siempre que se cumplan las reglas del saliente no codificante. El reemplazo de
una unica base de ARN con ADN en el extremo 5' o 3' de la cadena codificante se tolera e incluso puede
proporcionar una mayor actividad.

Con respecto a la longitud de la cadena no codificante, la longitud de 21 bases funciona bien, 19-22 bases
conservan la actividad, y la actividad disminuye cuando la longitud desciende por debajo de 19 bases o aumenta por
encima de 22 bases. El extremo 3' de la cadena no codificante requiere un saliente de 1-5 bases prefiriéndose un
saliente de 2-3 bases, y el extremo romo muestra una disminucion en la actividad. Se prefiere el emparejamiento de
bases con la secuencia de ARN diana, y el reemplazo de bases de ADN de hasta 3 bases se tolera sin el reemplazo
de bases de ADN 5' concurrente. El extremo 5' de la cadena no codificante prefiere un saliente de 0-4 bases, y no
requiere un saliente para permanecer activo. El extremo 5' de la cadena no codificante puede tolerar 2 bases que
con correspondan con la secuencia de ARN diana, y puede tolerar el reemplazo de bases de ADN de hasta 3 bases
sin el reemplazo de bases de ADN 3' concurrente.

Con respecto a las bases desajustadas o quimicamente modificadas, se ha descubierto que tanto los desajustes
como una o mas bases quimicamente modificadas en la cadena codificante o no codificante se toleran por la
estructura del aiRNA.
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Tabla 4: Secuencias de aiRNA usadas para las figuras 4-5

aiF;NA Estructura genérica Secuencia

| 16:21 (NNN-—-NNN) CATOGACONIAAUACCUGAA-S

2 15-21a (NNNNNN-—-romo) CAUCGACURUAACURGOUGAR-5-

3 15-21b (romo-NNNNNN) CAUCGACUATAAGUACCUGAA-S

4 15-21c (NNNN--NN) CAUCOACURUAACUACCUGRAS

5 16214 (NN—-NNNN) CACOAGUATAACUACCUGAA-

7 15-18b (corte romo 3'---NNN) > féﬁ?ﬁiﬁﬁﬁﬁiggﬁmw

5 15210 (N-—-NNNNN) Y CAUCEACTATAACUACCUGAAS

0 1621 (NNNNN-—N) CADORACURTRACTACCOGRA-5

10 15-222 (NNNN-—-NNN) UCAUCOACURUAACUACCUGAA- 5

11 15-22b (NNN---NNNN) 5" ~GCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGARA~5'

13 15-24a (NNNNN---NNNN) wé;aggggﬁggggﬁg%wma '

14 15-24b (NNNN---NNNNN) U?:;\t_lggggszﬁxgﬁgggﬁwcm-»s '

15 15-27 (NNNNNN--NNNNNN) ng;\;ggggﬁzagzgﬁgggﬁsucAUA—5 '

16 15-20a (NNN—NN)
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5’ ~GCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGA-5'

5" ~-GCUGAUAUUGAUGGA

17 15-20b (NNNN---N) UCAUCGACUAUAACUACCUG- 5
1s 16-206 (NN-—NNN) AUCOACUAURACUAGCUGAAS
21 16-196 (NNNN-romo) JCAUCCACOAUACUACCU-5-
22 15-18a (NN-—N) APCOACTAUAACUACCUG-5"
23 16-18b (NNN-romo) CAOGGACUNOAACUACCU-5
24 15-18¢ (romo—NNN) 7 ACUAUARCUAGEUGA-5
25 15-17a (NN—-romo) 7 OCGACUAURACUAGCU-5-
2 15-17b (romo-—NN) T CoACURGAACUACOUGA-S
29 14-20 (NNN-—NNN) CATCGACORURACUACCUGA-S
30 14-192 (NNN--NN) CAUCCACURURACOACUG-5
1 14-195 (NN-—-NNN) 7 AUCCACUAURACURCOUGA- 5"
% 14-185 (NNN-—N) CAUCGACUATRACUACE—5
% 16-21a (NNN—NN) CATCOACORURACURCCUGAASS
3 16215 (NN-—-NNN) CAUCGACOAUARCUACCUGASS
36 17-21 (NN—NN)
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5' ~AGCUGAUAUUGAUGGAC
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'

5’ ~AGCUGAUAUUGAUGGACU

37 18-21a (NN---N) CAUCGACUAUAACUACCUGAR-5
5 ~UAGCUGAUAUUGAUGGAC
38 18-21b (N---NN) CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
5 =GCUGAUAUUGAUGGACUU
39 18-21¢ (NNN---romo) CAUCGACUAUAACUACCUGAR-5
5 ~AGCUGAUAUUGAUGGACUU
40 19-21a (NN—romo) CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5’
5 ~GUAGCUGAUAUUGAUGGA
41 18-21b (romo---NNN) CAUCGUCUAUAACUACCUGAA-5
5/ -=UAGCUGAUAUUGAUGGACU
42 19-21c (N_“N) CAUCGACUAUAACUACCUGAA~-5'
5/ ~UAGCUGAUAUUGAUGGACUU
43 20-21a (N---romo) CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5
5/ ~GUAGCUGAUAUUGAUGGACU
44 20-21b (romo---N) CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
L . 5/ ~GCUGAUAUUGAAGGA
45 Incompatibilidad y miRNA CAUCGACUAUAACUACCUGAA-S
, . . 5 ' ~GCUGAUAUUGAUGGA
46 Extremo 5' homologo a diana CAUCGACUAUAACUACCUGUC-5 '
47 NNNNNNNNNNNNNNN 3'NNNNNNNNNNNNNNNNNNDDD- 5 ¢ ~GCUGAUAUUGAUGGA
5' CAUCGACUAUAACUACCUgaa-5'
48 NNNNNNNNNNNNNNN 3'DDDNNNNNNNNNNNNNNNNNN- 5 ' ~GCUGAUAUUGAUGGA
5' catCGACUAUAACUACCUGAA-5'
49 NNNNNNNNNNNNNNN 3'DDDNNNNNNNNNNNNNNNDDD- 5/ —GCUGAUAUUGAUGGA
5' catCGACUAUAACUACCUgaa~-5"
51 DNDNNNNNNNDNDND 3'NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN- 5/ -gCtGAUAUUGaUgGa
5' CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5 '
52 NNNNNNNNNNNNNNN 3’'NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-
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5' 5 -gCUGAUAUUGAUGGA
CAUCGACUAUAACUACCUGAA-S’
53 NNNNNNNNNNNNNNN 3'NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN- 5’ ~GCUGAUAUUGAUGGa
5' CAUCGACUAUAACUACCUGAA-5'
54 5 ~UAGCUGAUAUUGAUG
UUCAUCGACUAUAACUACCUG-5 '
55 5! -GUAGCUGAUAUUGAUGGA
UUCAUCGACUAUAACUACCUG-5"
56 5’ ~AGCUGAUAUUGAUGGA
UUCAUCGACUAUAACUACCUG-5"’
57 DNNNNNNNNNNNNNN 3'DDDNNNNNNNNNNNNNNNNNN- 5/ -gCUGAUAUUGAUGGA
5' catCGACUAUAACUACCUGAA-5S’
58 DNNNNNNNNNNNNNN 3'NNNNNNNNNNNNNNNNNNDDD- 5 ' —gCUGAUAUUGAUGGA
5' CAUCGACUAUAACUACCUgaa-5'
59 NNNNNNNNNNNNNND 3'DDDNNNNNNNNNNNNNNNNNN- 5’ ~GCUGAUAUUGAUGGa
5 catCGACUAUAACUACCUGAA-5’
60 NNNNNNNNNNNNNND 3'NNNNNNNNNNNNNNNNNNDDD- 5 —~GCUGAUAUUGAUGGa
5' CAUCGACUAUAACUACCUgaa- 5’
61 NNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5 ~UAGCUGAUAUUGAUGGACU
3'DDDNNNNNNNNNNNNNNNNNN-5 catCGACUAUAACUACCUGAA-5'
62 NNNNNNNNNNNNNNNNNNN 5 ~UAGCUGAUAUUGAUGGACU
3'NNNNNNNNNNNNNNNNNNDDD-5' CAUCGACUAUAACUACCUgaa~-5"’

10

15

En la tabla 4, A, U, G, C representan nucleétidos, mientras que a, t, g, ¢ representan desoxinucleétidos.

Ejemplo 2. Mecanismo de silenciamiento génico activado por aiRNA

Para investigar el mecanismo de atenuacion génica inducida por aiRNA, primero determind si el silenciamiento
génico por aiRNA se produce a nivel de traduccion o de ARNm. El analisis de transferencia Northern de B-catenina
en células transfectadas con 10 nM del aiRNA de 15 pb mostré que el aiRNA redujo los niveles de ARNm en mas de
un 95 % en 24 horas y la disminucion duré mas de 4 dias (figura 6a), lo que sugiere que aiRNA media el
silenciamiento génico al nivel del ARNm. La reduccién del ARNm de g-catenina inducida por aiRNA fue
sustancialmente mas rapida, eficaz y duradera que por siRNA (figura 6a). Ademas, se determind si el aiRNA de
15 pb catalizé la escision especifica de sitio del ARNm de B-catenina. EI ARN total aislado de células transfectadas
con el aiRNA de 15 pb se examiné mediante amplificacion rapida de extremos de ADNc (5'-RACE) y PCR para
determinar la presencia de los fragmentos de escisién de ARNm de B-catenina (figura 6b). Se detectaron fragmentos
de escision de B-catenina 4 y 8 horas después de la transfeccién de aiRNA (figura 6c). El analisis de secuencia
mostré que la escision tenia lugar en la secuencia diana de aiRNA entre las bases 10 y 11 con respecto al extremo
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5' de la cadena no codificante de aiRNA (figura 6d). No se observo ninguno de dichos fragmentos de escision tras la
transfeccion con un aiRNA desorganizado (figura 6¢). Estos resultados demuestran que aiRNA indujeron un
silenciamiento génico potente y eficaz a través de la escision especifica de secuencia del ARNm diana.

A continuacion se determiné si el nuevo andamiaje asimétrico de aiRNA puede incorporarse en el RISC. El ARNi se
cataliza por el complejo enzimatico RISC con una proteina Argonaute (Ago) como la unidad catalitica del complejo
(Liu y col., 2004; Matranga y col., 2005). Para determinar si se incorpora aiRNA en el complejo Ago/RISC, se
inmunoprecipité Ago1 humano etiquetado con myc de células que expresaban Ago1 marcado con myc (Siolas y col.,
2005) después de que las células se transfectasen con aiRNA. Los ARN pequefios asociados al complejo RISC se
detectaron por transferencia Northern de inmunoprecipitados Ago. El analisis de transferencia Northern revel6 que el
aiRNA entré en el complejo RISC con alta eficiencia (figura 6e). Estos datos sugieren que el andamiaje asimétrico de
aiRNA puede ser eficientemente incorporado en RISC.

Dado que aiRNA indujo un silenciamiento génico mas eficiente que siRNA, se ensayé si aiRNA puede dar lugar a un
complejo RISC mas eficientemente que siRNA. Como se muestra en la figura 6e, los complejos aiRNA-Ago2/RISC
se formaron mas rapido y mas eficiente que los complejos siRNA-Ago2/RISC, con mas aiRNA contenido en el
complejo RISC que el siRNA correspondiente (figura 6e y figura 7A). Ha de apreciarse que, siRNA mostré un patron
tipico (21) que es coherente con la formacion de estructuras secundarias por siRNA (figura 6e y figura 7). Por el
contrario, aiRNA mostré una unica banda, lo que sugiere que la menor longitud de aiRNA puede reducir o eliminar la
formacion de la estructura secundaria como ocurrio con el siRNA.

Ademas, la configuracién asimétrica de aiRNA puede facilitar la formacion de RISC activo con cadena no codificante
y reducir el RISC ineficaz formado con la cadena codificante (Ref. 16). Los datos demostraron que esto es cierto,
como se muestra en la figura 7B, no se puede detectar cadena codificante en el complejo RISC. La figura 8A
también demuestra que mientras que la cadena no codificante del aiRNA se asocia fuertemente a Ago 2, la cadena
codificante no lo hace. Por el contrario, tanto la cadena no codificante como la cadena codificante del siRNA se
asocian a Ago 2. Estos datos sugieren que aiRNA tiene una mayor eficiencia en la formacién de RISC que siRNA en
las células, lo que puede fundamentar la eficiencia superior del silenciamiento génico de aiRNA.

Ademas, se ha demostrado que se requiere la cadena codificante de siRNA para escindirse con el fin de ser
funcional. Por lo tanto, se ensayé si el mismo requisito es cierto para aiRNA. Para ello, el nucleétido en la posicion 8
o0 9 de la cadena codificante de aiRNA se modificé con 2'-O-metilo para hacerla no escindible. Estos resultados
muestran que los aiRNA con la cadena codificante no escindible siguen siendo funcionales (figura 8B), demostrando
que el aiRNA es muy diferente a siRNA en cuando a su mecanismo.

Ademas, se cuestiono si hay algun compartimento de carga diferente para el aiRNA y el siRNA. Se uso6 aiRNA frio o
siRNA para competir con el siRNA o aiRNA radiactivamente marcado para el complejo RISC (figura 9).
Sorprendentemente, los resultados muestran que el siRNA no compite con el siRNA para el complejo RISC (figura
9B) y el siRNA frio no compite con el siRNA para el complejo RISC (figura 9C). Estos datos indican que aiRNA y
siRNA pueden cargarse en diferentes compartimentos del complejo RISC.

En conjunto, los datos anteriores sugieren que el aiRNA representa el primer andamiaje no siRNA que se incorpora
a RISC, proporcionando un nuevo andamiaje estructural que interactia con RISC. La diferencia de la carga RISC de
aiRNA y siRNA se ilustra en el modelo que se muestra en la figura 10. En resumen, debido a la propiedad
asimétrica, soélo se selecciona la cadena no codificante para permanecer en el complejo RISC y da como resultado
una eficiencia del 100 % en la seleccion de cadena. Por el contrario, siRNA es estructuralmente simétrico. Tanto la
cadena no codificante como la cadena codificante del siRNA tienen la oportunidad de seleccionarse para
permanecer en el complejo RISC vy, por lo tanto, el siRNA tiene una seleccién de cadena ineficiente y al mismo
tiempo puede causar un silenciamiento génico no especifico debido al complejo RISC de cadena codificante.

Ejemplo 3. aiRNA media un silenciamiento génico mas rapido, potente, eficaz y duradero que siRNA

Para comparar el aiRNA con el siRNA en las propiedades de silenciamiento génico, se determind en primer lugar la
estructura de aiRNA 6ptima para el silenciamiento génico.

El duplex de siRNA contiene una cadena codificante simétrica y una cadena no codificante. Aunque la estructura de
siRNA duplex que contiene un saliente 3' se requiere para la incorporacion en el complejo RISC, después de la
escision mediada por Argonaute (Ago) de la cadena codificante, la cadena no codificante dirige la escision del
ARNm diana (Hammond y col., 2001; Matranga y col., 2005; Tabara y col., 1999). Se buscé hacer duplex de ARN
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asimétrico de diversas longitudes con salientes en los extremos 3' y 5' de la cadena no codificante. Se disefidé un
conjunto de tales duplex de ARN asimétrico de 12 a 15 pb con salientes no codificantes 3' y 5' para dirigirse a 3-
catenina (figura 11A), un gen enddgeno implicado en el cancer y células madre (Clevers, 2006). Se ha disefiado un
siRNA optimizado de la configuracion estandar para dirigirse a B-catenina para activar ARNi (Xiang y col., 2006).
Todos los aiRNA contra (-catenina se disefiaron dentro de la misma secuencia dirigida por el siRNA (figura 11A).
Los resultados mostraron que el silenciamiento genético éptimo logrado fue con el aiRNA de 15 pb (figura 11B). Por
lo tanto, se usé aiRNA de 15 pb para compararse con un duplex de siRNA de 21 mer en los experimentos
posteriores.

Para nuestra sorpresa, se descubrié que aiRNA indujo una reduccién potente y altamente eficaz de la proteina 3-
catenina conservando al mismo tiempo los genes de control no dirigidos actina (figura 11C).

A continuacion, se examiné el inicio del silenciamiento de genes por ARNasa y siRNA dirigidos a B-catenina. La
secuencia del aiRNA y siRNA usados se muestra en la figura 11A. Como se muestra en la figura 12, aiRNA tiene un
inicio mas rapido (figura 12C y D) y también una mejor eficacia (figura 12B y D).

También se compararon los efectos del silenciamiento génico de aiRNA y siRNA sobre diversas dianas y multiples
lineas celulares humanas. Los aiRNA se disefiaron para dirigirse a los genes de diferentes categorias funcionales,
incluyendo Stat3 (figura 13b), NQOT (figura 12d), factor de elongaciéon 2 (EF2) (figura 13c), Nbs1 (figura 14b),
Survivina, (figura 14b), Parp1 (figura 14b), p21 (figura 14b), Rsk1 (figura 14c), PCNA (figura 14c), p70S6K (figura
14c), mTOR (figura 14c), y PTEN (figura 14c), ademas de la B-catenina (figura 13a) en las mismas secuencias que
se han dirigido con siRNA con baja eficiencia (Rogoff y col., 2004). Como se muestra en la figura 13 y 14, aiRNA es
mas eficaz que el siRNA en el silenciamiento de Stat3, B-catenina, Rsk1, p70S6K, Nbs1, mTOR, y EF2, y es tan
eficaz como siRNA en el silenciamiento de NQO1, PCNA, Survivina, PTEN, Parp1y p21. Dado que las secuencias
diana se eligieron en base a la optimizacion de siRNA, es posible que la eficacia y la potencia de aiRNA puedan
aumentarse adicionalmente mediante por los sitios de direccionamiento que estan optimizados para aiRNA.
Ademas, los datos también muestran que el aiRNA es mas eficaz que el siRNA contra la b-catenina en multiples
lineas celulares, incluyendo Hela (figura 13a), H1299 (figura 14a, panel izquierdo) y DId1 (figura 14a, panel derecho).

En conjunto, estos datos demuestran que el aiRNA es mas eficaz, potente, de inicio rapido y duradero que siRNA en
la mediacion del silenciamiento génico en células de mamiferos.

Ejemplo 4. Especificidad del silenciamiento génico mediado por aiRNA

A continuacion, se investigd la especificidad del silenciamiento génico mediado por aiRNA. En primer lugar, se
analizaron aiRNA que se dirigian al alelo k-Ras de tipo silvestre. Las células DLD1 contienen k-Ras de tipo silvestre,
mientras que las células SW480 contienen k-Ras mutante que tiene una sustitucion de pares de bases individual
(figura 14d). La transfeccion de las células DLD1 con k-Ras de tipo silvestre dirigido a aiRNA mostré un
silenciamiento eficaz, pero no se observé silenciamiento de k-Ras mutante en las células SW480. Estos datos
demuestran que aiRNA media el silenciamiento génico especifico de alelos.

La activacion de una respuesta de tipo interferon es un mecanismo no especifico principal de silenciamiento génico.
Un primer motivo de que se usen siRNA para el silenciamiento génico es que el dsRNA de menos de 30 pb ha
reducido la agilidad para activar la respuesta de tipo interferon en células de mamifero (Bernstein y col., 2001;
Martinez y Tuschl, 2004; Sledz y col., 2003). Se ensayo si aiRNA mostré algun signo de activacion de la respuesta
de tipo interferén en células de mamifero. EI ARN recogido a partir de células PBMC transfectadas con aiRNA contra
B-catenina y células Hela transfectadas con aiRNA contra EF2 o Survivina se analizé por RT-PCR para determinar
los genes inducibles por interferén. Se descubrié que la transfeccion de aiRNA no mostré ningdn aumento por RT-
PCR de ninguno de los genes inducibles de interferon ensayados, mientras que los niveles de ARNm dirigidos se
redujeron con respecto a las células transfectadas de control (figura 15a y b). También se realizé un analisis de
micromatrices para comparar los cambios en la expresion de genes relacionados con la respuesta a interferon
conocidos inducidos por aiRNA y miRNA. Como se muestra en la figura 15c, se observaron muchos menos cambios
para aiRNA en comparacion con el siRNA.

Ademas, como se ha mencionado anteriormente, el complejo RISC de cadena codificante puede causar un
silenciamiento génico no especifico. Para comparar aiRNA y siRNA en el silenciamiento génico no especifico
mediado por el complejo RISC de cadena codificante, las células se co-transfectaron con aiRNA o siRNA y un
plasmido que expresaba Stat3 (ARN codificante) o un plasmido que expresaba Stat3 no codificante (ARN no
codificante). Las células se cosecharon y el ARN se recogié 24 horas después de la transfeccion y se determinaron
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los niveles relativos de ARN codificante y no codificante de Stat3 por PCR o RT-PCR cuantitativa en tiempo real
(inserciones). Los resultados muestran que aiRNA no tiene ningun efecto sobre los ARNm de Stat3 no codificantes
mientras que el siRNA si lo tiene (figura 15d). Este resultado demuestra que aiRNA suprime completamente el
silenciamiento génico no especifico no deseado mediado por el complejo RISC de cadena codificante.

En resumen, se demostré que aiRNA es una clase novedosa de inductores del silenciamiento génico, el tipo no
siRNA y el andamiaje estructural mas pequefio para sustratos RISC y mediadores de ARNi (figura 15f). Estos datos
sugieren que el aiRNA trabaja a través de RISC, la maquinaria celular de ARNi. Después de la incorporacion en
RISC, el aiRNA media la escisiéon especifica de secuencia del ARNm entre la base 10 y 11 con respecto al extremo
5' de la cadena no codificante de aiRNA. La configuracion asimétrica de aiRNA puede interactuar mas
eficientemente con RISC que siRNA. Consistente con la alta eficiencia de union a RISC, el aiRNA es mas potente,
eficaz, de rapido inicio y duradero que siRNA en la mediacion del silenciamiento especifico de genes frente a los
genes ensayados en nuestro estudio. Aunque estudios anteriores han propuesto una funcién de Dicer al facilitar una
formacion de RISC eficiente, estos datos sugieren que aiRNA pueden dar lugar a los complejos RISC activos con
alta eficiencia independiente del procesamiento mediado por Dicer.

La caracteristica clave de este andamiaje de duplex de ARN novedoso es un saliente no codificante en los extremos
3'y &'. El aiRNA 12-15 pb es el duplex de ARN mas corto conocido para inducir el ARNi. Aunque los dsRNA largos
activaron un potente silenciamiento génico en C. elegans y Drosophila Melanogaster, el silenciamiento especifico de
genes en células de mamifero no fue posible hasta que se usaron duplex de siRNA. El andamiaje de siRNA, como
se define por la digestion de Dicer, se caracteriza por la simetria en las longitudes de cadena de los salientes 3' de
19-21 pb (Bernstein y col., 2001), que se ha considerado la estructura esencial para su incorporacion en RISC para
mediar el ARNi. Por lo tanto, los esfuerzos de optimizacién para los inductores de ARNi se han centrado en los
precursores de siRNA, que son invariablemente mas largos que siRNA (Soutschek y col., 2004; Zhang y Farwell,
2007). Estos datos sugieren que siRNA no es el andamiaje esencial para la incorporacion en RISC para mediar
ARNi. Los aiRNA de diferentes longitudes mostraron un espectro de la eficacia del silenciamiento génico y la
eficiencia de la incorporacion en RISC, ofreciendo una unica oportunidad para entender el mecanismo de la
incorporacion en RISC y la activacion. La investigacion es necesaria para comprender adicionalmente la relacion
estructura-actividad de aiRNA en la incorporacion en RISC y la induccion de ARNi, lo que deberia ayudar a
establecer una base racional para la optimizacion de aiRNA con respecto a la selecciéon de secuencias diana, la
longitud, estructura, composiciéon quimica y modificaciones para diversas aplicaciones ARNi.

Ejemplo 5. aiRNA es mas eficaz que siRNA in vivo

Para investigar si aiRNA es eficaz in vivo y para compararlo con siRNA, se ensayan los efectos de aiRNA y siRNA
en modelos de xenoinjerto de cancer de colon humano.

El cancer de colon humano es la segunda causa principal de muerte por cancer en Estados Unidos. La ruta de
sefializacion de B-catenina de Wnt esta estrictamente regulada y tiene importantes funciones en el desarrollo, la
homeostasis tisular y la regeneracion. La desregulacién de la sefalizacion de Wnt/B-catenina se encuentra
frecuentemente en diversos canceres humanos. El 80 % de los canceres colorrectales por si solos revelan la
activacion de esta ruta, ya sea por la inactivacion del gen supresor de tumor adenomatous polyposis coli o por la
mutacion del proto-oncogén B-catenina.

Se ha descubierto que la activacion de la sefalizacion de Wnt/B-catenina es importante tanto para el inicio como el
avance de los canceres de diferentes tejidos. Por lo tanto, la inhibicidn dirigida de la sefalizacion de Wnt/B-catenina
es un nuevo enfoque racional y prometedor para la terapia de canceres de diversos origenes.

In vitro, por el direccionamiento a ribozima se ha demostrado la reduccién de la expresion de B-catenina en células
SW480 de cancer de colon humano y la induccién asociada de muerte celular, lo que indica que la expresion de -
catenina es limitante de la tasa para el crecimiento tumoral in vitro.

Las células de cancer de color humano SW480 se inocularon por via subcutanea en ratones sin tratar atimicos
hembra (8 x 10° células/raton) y se dejaron formar tumores palpables. En este estudio, la dosificaciéon comenzé
cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 120 mm?®. Los animales se trataron por via intravenosa (iv) con 0,6
nmol de siRNA de B-catenina complejados con PEI, aiRNA de B-catenina complejados con PEI o un siRNA no
relacionado complejado con PEI como un control negativo a diario. Los animales recibieron un total de 10 dosis de
siRNA, aiRNA o control. Los tumores se midieron a lo largo de todo el tratamiento. Como se muestra en la figura 16,
el tratamiento intravenoso con siRNA y aiRNA como monoterapia a 0,6 nmol mg/kg inhibié significativamente el
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crecimiento tumoral. El % del valor de T/C del siRNA se calcul6 como del 48,8 % con un valor de p de 0,0286. El
tratamiento con los aiRNA especificos de B-catenina, sin embargo, dio como resultado una reduccién mucho mas
potente del crecimiento tumoral. El % de valor de T/C se calculé como del 9,9 % con un valor de p de 0,0024. No
hubo ningun cambio significativo en el peso corporal debido a la administracion iv del siRNA, aiRNA o control. Estos
datos sugieren que la aplicacion sistémica in vivo de aiRNA a través de formacién de complejo con PEI tras el
direccionamiento de la B-catenina ofrece una posibilidad para el desarrollo de agentes altamente eficientes,
especificos y seguros para aplicaciones terapéuticas para pacientes con cancer de colon.

Ademas, también se ensayaron los efectos de aiRNA y siRNA en un modelo de xenoinjerto de cancer de colon
humano HT29. Las células de cancer de colon humano HT29 se inocularon por via subcutédnea en ratones sin tratar
atimicos hembra (6 x 10° células/raton) y se dejaron formar tumores palpables. En este estudio, la dosificacion
comenzo cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 200 mm?®. Los animales se trataron por via intravenosa
(iv) con 0,6 nmol de siRNA de B-catenina complejados con PEI, aiRNA de B-catenina complejados con PEI o un
siRNA no relacionado complejado con PEI como un control negativo cada dos dias. Los animales recibieron un total
de 8 dosis de siRNA, aiRNA o control. Los tumores se midieron a lo largo de todo el tratamiento. Como se muestra
en la figura 17, el tratamiento intravenoso con siRNA y aiRNA como monoterapia a 0,6 nmol mg/kg inhibio
significativamente el crecimiento tumoral. El % del valor de T/C de siRNA se calcul6 que era del 78 % con un valor
de p de 0,21. De nuevo, el tratamiento con los aiRNA especificos de B-catenina dio como resultado una reduccién
incluso mas potente en el crecimiento tumoral. El % del valor de T/C se calcul6 que era del 41 % con un valor de de
0,016. No hubo ningun cambio significativo en el peso corporal debido a la administracién iv del siRNA, aiRNA o
control. Estos datos sugieren que la aplicacion sistémica in vivo de aiRNA a través de la formacion de complejos de
PEI tras el direccionamiento de la B-catenina ofrece una posibilidad para el desarrollo de agentes altamente
eficientes, especificos y segundos para aplicaciones terapéuticas para pacientes con cancer de colon.

En conjunto, el aiRNA puede mejorar significativamente las amplias aplicaciones de ARNi. Los productos
terapéuticos a base de siRNA se han enfrentado con desafios, incluyendo una eficacia limitada, dificultad de
administracion, respuestas de tipo interferon y coste de fabricacion (de Fougerolles y col., 2007; lorns y col., 2007;
Rana, 2007). La mejor eficacia, potencia, durabilidad y el menor tamafo de los aiRNA pueden ayudar o superar
estos desafios ya que el aiRNA es mas pequefio y puede necesitar menos material para su administracion. Por lo
tanto, el aiRNA representa nuevos y mas pequefios duplex de ARN que entran en RISC y media el silenciamiento
génico de mejor eficacia, potencia, inicio de accién y durabilidad que el siRNA en células de mamifero, manteniendo
un potencial significativo para amplias aplicaciones de ARNi en un estudio de la funcién génica y terapias basadas
en ARNi
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REIVINDICACIONES
Una molécula duplex de ARN interferente asimétrico que consiste en:

una cadena no codificante, que consiste en 19-23 nucleétidos, en la que la cadena no codificante contiene
un saliente 3' y un saliente 5', y en la que el saliente 3' consiste en nucleétidos de ARN, y

una cadena codificante, que consiste en 14-17 nucleétidos,

en la que la cadena codificante es al menos un 70 % complementaria a la cadena no codificante,

en la que la cadena no codificante es al menos un 70 % complementaria a un ARNm diana; y

en la que la cadena no codificante y la cadena codificante forman una region bicatenaria de 14, 15, 16 0 17
pares de bases nucleotidicas.

2. La molécula duplex de ARN de la reivindicacion 1, en la que la cadena codificante consiste en 15
nucledtidos.
3. La molécula duplex de ARN de la reivindicaciéon 1, en la que la cadena no codificante consiste en 21
nucledétidos.
4. La molécula duplex de ARN de la reivindicacion 1, en la que la cadena codificante consiste en 15

nucleodtidos, la cadena no codificante consiste en 21 nucledtidos y la cadena no codificante y a cadena codificante
forman una regién bicatenaria de 15 pares de bases nucleotidicas.

5.

6.

La molécula duplex de ARN de la reivindicacion 1, en la que

(1) el contenido de GC de la regién bicatenaria es del 30 %-70 %;

(2) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico;

(3) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico y el al
menos un nucledtido modificado o andlogo nucleotidico es un ribonucledtido modificado en azucar,
estructura y/o base;

(4) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o andalogo nucleotidico, el al
menos un nucledtido modificado o analogo nucleotidico es un ribonucledtido modificado en azucar,
estructura y/o base, y el ribonucledtido modificado en estructura tiene una modificacion en un enlace
fosfodiéster con otro ribonucleétido;

(5) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico, el al
menos un nucledtido modificado o analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en azucar,
estructura y/o base, el ribonucleétido modificado en estructura tiene una modificacién en un enlace
fosfodiéster con otro ribonucleétido, en la que el enlace fosfodiéster esta modificado para incluir al menos
uno de un heteroatomo de nitrégeno o azufre;

(6) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico y el al
menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico es una base inusual o una base modificada;

(7) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o su analogo y el al menos un
nucleétido modificado o analogo nucleotidico comprende inosina, o una base tritilada;

(8) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico y en
analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en azucar, en la que el grupo 2'-OH se reemplaza por
un grupo seleccionado entre H, OR, R, halo, SH, SR, NH;, NHR, NR; o CN, en la que cada R es
independientemente alquilo, alquenilo o alquinilo C1-C6, y halo es F, Cl, Bro [;

(9) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucledtido modificado o analogo nucleotidico y el
analogo nucleotidico es un ribonucleétido modificado en estructura que contiene un grupo fosfotioato;

(10) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleédtido modificado o analogo nucleotidico y la
cadena no codificante comprende al menos un desoxinucleétido;

(11) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico, la
cadena no codificante comprende al menos un desoxinucleétido, y los al menos un desoxinucleétidos estan
en una 0 mas regiones seleccionadas entre el grupo que consiste en saliente 5' y region bicatenaria; o

(12) la molécula duplex de ARN contiene al menos un nucleétido modificado o analogo nucleotidico, y en la
que la cadena codificante comprende al menos un desoxinucledtido.

La molécula duplex de ARN de la reivindicacion 1, en la que al menos un nucleétido del saliente 5' se

selecciona entre el grupo que consiste en A, U, y dT.
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7. La molécula duplex de ARN de la reivindicacion 1, en la que el saliente 5' comprende un motivo "AA".
8. La molécula duplex de ARN de la reivindicacién 1, en la que el saliente 3' tiene pares de bases con el
ARNmM diana.

5
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