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DESCRIPCION
Complejo acido nucleico-polisacarido
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a un complejo acido nucleico-polisacarido muy estable de un siRNA y esquizofilano.
De igual forma, la presente invencion se refiere a un método para controlar la funcion de una célula que expresa la
dectina-1, tal como una célula dendritica, y obtener un efecto terapéutico eficaz al inhibir la expresion de un gen
deseado mediante el uso del complejo acido nucleico-polisacarido, y a un farmaco para ser usado en el método.
Ademas, la presente invencion se refiere a un método para la inmunomodulacién y un farmaco para ser usado en
éste. En particular, la presente invencion se refiere a un farmaco o similar para ser usado en la supresion del
rechazo que se produce en el trasplante de érganos y para ser usado en el tratamiento de alergias y enfermedades
autoinmunitarias, mediante el uso de un siRNA contra un factor coestimulador y un complejo acido nucleico-
polisacarido muy estable de esquizofilano.

Antecedentes de la técnica

La interferencia por ARN (iARN), descubierta en 1998, tiene una eficacia y persistencia marcadamente superiores a
la de los métodos antisentido convencionales y es un método innovador para la inhibicion de la expresion génica, y,
por lo tanto, ha generado esperanzas para su aplicacion farmacéutica. Sin embargo, un ARN bicatenario (a saber,
siRNA) que muestra actividad de iARN a menudo se degrada durante el proceso que va desde la administracion
hasta la captacion en una célula diana, o se degrada en una célula, y ha sido dificil formar un complejo RISC, a
saber, su sustancia activa, en una célula. Asi pues, incluso aunque es un método inhibidor de expresion génica
superior, no se obtiene un efecto suficiente y, por lo tanto, todavia no se dispone aun de un producto farmacéutico
que utilice un siRNA.

Los siRNA sin modificar los degradan las nucleasas que estan presentes en, por ejemplo, la sangre, y unos pocos
siRNA sin modificar muestran un efecto de iARN en una célula desada. En consonancia, se han realizado diferentes
modificaciones quimicas en los siRNA para incluir resistencia a las nucleasas. Sin embargo, es necesaria una dosis
elevada para la introduccion eficaz en una célula. De igual forma, se sabe que, debido a la administracion de un
nucledtido bicatenario en un organismo vivo en una dosis alta mejora una reaccién inmunitaria natural, y aparece un
efecto inintencionado, a saber, una reaccion inmunoestimuladora. De acuerdo con esto, se necesita una técnica de
administracién para introducir especificamente un siRNA en una célula deseada. Para las técnicas de administracion
de siRNA, se han desarrollado técnicas para incluir un siRNA, tales como liposomas y nanomicelas
macromoleculares. Sin embargo, en términos de tropismo hacia la diana, estas técnicas de administracion todavia
estan dentro del significado de accion selectiva pasiva y, para solucionar este inconveniente, se necesita un
procedimiento que dé a conocer, por ejemplo, una molécula que se fije la célula deseada a un farmaco de siRNA.

Con tal técnica convencional de antecedente, existe una necesidad de accion selectiva positiva y de una técnica de
administracion de un siRNA que muestra una actividad de iARN significativa dentro de la célula deseada. Asi pues,
como método de administracion de un siRNA a una célula dendritica, se ha propuesto un complejo de esquizofilano
y un siRNA con adicion de polidesoxiadenina (véase la cita 1 de la bibliografia de patentes). Sin embargo, no es
necesariamente posible obtener un efecto terapéutico satisfactorio con la técnica de la cita 1 de la bibliografia de
patentes.

Por otra parte, se ha descrito hasta la fecha que la polidesoxiadenina con fosforotioatos puede formar un complejo
estable con el esquizofilano (véase la cita 1 de la bibliografia que no son patentes). Sin embargo, se cree que un
complejo de esquizofilano y un siRNA al que se ha afadido polidesoxiadenina con fosforotioatos no es capaz de
mostrar un efecto de interferencia por ARN eficaz por las razones que vienen a continuacion. En el complejo de
esquizofilano y un siRNA que lleva afadido polidesoxiadenina, la porcién que forma el complejo entre la
polidesoxiadenina y el esquizofilano sirve de impedimento estérico para la formacién de un complejo RISC. Por lo
tanto, en el complejo de esquizofilano y un siRNA que lleva afiadido polidesoxiadenina, la porcidon donde se forma el
complejo con el esquizofilano necesita ser retirada antes de formar un complejo RISC en una célula, pero la
polidesoxiadenina con fosforotioatos y el esquizofilano tienen una estabilidad notablemente alta y, asi pues, no es
facil de retirar. Ademas, ya que la polidesoxiadenina con fosforotioatos es poco probable que se solucione
enzimaticamente, es dificil retirar la porcién donde se forma un complejo entre el esquizofilano y un siRNA al cual se
afnade la polidesoxiadenina con fosforotioatos (en particular, un siRNA de 21 restos que no esta afectado por la
accion de Dicer). Por lo tanto, se cree que, con respecto al complejo de esquizofilano y un siRNA al cual se afiade la
polidesoxiadenina con fosforotioatos (en particular, un siRNA de 21 restos), no es posible separar del siRNA en una
célula la polidesoxiadenina con fosforotioatos y esquizofilano, lo que hace dificil la formacion de un complejo RISC.

Por lo tanto, hoy dia se cree que un complejo de esquizofilano y un siRNA al cual se afiade una polidesoxiadenina
con fosforotioatos (en particular, un siRNA de 21 restos) no es utilizable desde el punto de vista técnico para que
exhiba con eficacia un efecto de interferencia por ARN.
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Lista de citas

Bibliografia que no son patentes

[BNP 1] Bull. Chem. Soc. Jpn., 77, 1101-1110 (2004).
Bibliografia de patentes

[BP 1]Solicitud de patente internacional WO 2009/078470
Compendio de la invencion

Problema técnico

Un objetivo principal de la presente invencién es dar a conocer un complejo acido nucleico-polisacarido muy estable
de un siRNA y esquizofilano; un método para controlar la funciéon de una célula que expresa la dectina-1, tal como
una célula dendritica, y obtener un excelente efecto terapéutico mediante la inhibicion de la expresion de un gen
deseado mediante el uso del complejo acido nucleico-polisacarido; y un farmaco para ser usado en el método.
Ademas, otro objeto principal de la presente invencién es dar a conocer un método para modular una funcion
inmunitaria y un farmaco para ser usado en éste. Ademas, otro objetivo principal de la presente invencién es dar a
conocer un farmaco para ser usado en la supresion del rechazo que se produce en el trasplante de 6rganos.

Solucién del problema

Habiendo realizado la investigacion diligente para solucionar los problemas anteriores, los inventores hallaron que,
sorprendentemente, en el caso en el que se afiade a un siRNA la polidesoxiadenina en la que al menos parte de la
porciéon de los enlaces fosfodiéster esta como fosforotioato, y se somete a la formacion del complejo con el
esquizofilano, se obtiene un complejo que tiene una estabilidad superior, modula la funcién de una célula que
expresa la dectina-1, que reconoce especificamente el esquizofilano, cuando el complejo se administra a la célula, y
ofrece un efecto terapéutico deseado. Ademas, los inventores también hallaron que un complejo acido nucleico-
polisacarido preparado por la adicion de la polidesoxiadenina a un siRNA que esta dirigido contra un gen que afecta
a la funcion in vivo de la cual es responsable la célula que expresa la dectina-1, y al someter la polidesoxiadenina a
la formacién del complejo con el esquizofilano, puede modular la inmunidad in vivo y puede inducir de manera
preventiva o terapéutica la inmunodepresién. Realmente, los inventores hallaron que en los modelos de trasplante
de corazén se muestra un efecto muy excelente mediante el uso de un siRNA contra la CD40. Ademas, los
inventores también hallaron que un complejo acido nucleico-polisacarido en el que el esquizofilano y un siRNA de 21
restos que tiene una hebra sentido a la cual se ha afiadido la polidesoxiadenina con fosforotioatos estan formando
complejo permite que la hebra antisentido se incorpore en un complejo de RISC, lo que hace posible que exhiba con
eficacia un efecto de interferencia por ARN. Basandose en estos hallazgos, los inventores llevaron a cabo mas
investigaciones y llegaron a la presente invencion.

La presente invencion da a conocer, por ejemplo, un complejo acido nucleico-polisacarido y un método para producir
el complejo acido nucleico-polisacarido que se describe a continuacion.

Punto 1. Una preparacién farmacéutica para suprimir el rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante, que
comprende un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y un polinucleétido que contiene un siRNA al
cual se ha anadido polidesoxiadenina, contra un factor coestimulador.

Punto 2. La preparacién farmacéutica de acuerdo con el punto 1, en donde el siRNA es de 21 restos y el
polinucleétido contiene la polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster que estan al menos parcialmente
modificados como fosforotioatos y que esta afiadida a una hebra sentido del siRNA.

Punto 3. La preparacion farmacéutica de acuerdo con el punto 1 o 2, en donde al menos el 50% de los enlaces
fosfodiéster de la polidesoxiadenina estan como fosforotioatos.

Punto 4. La preparacién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 3, en donde el factor
coestimulador es el que se expresa en una célula que expresa la dectina-1.

Punto 5. La preparacién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 4, en donde el factor
coestimulador es cualquiera de CD40, B7.1 y B7.2.

Punto 6. La preparacién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 5, en donde el factor
coestimulador es CD40.

Punto 7. La preparacién farmacéutica de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 6, en donde el tratamiento de
trasplante es trasplante de rifién, trasplante de corazoén, trasplante de pulmén, trasplante de médula ésea, trasplante
de piel o trasplante de cérnea.

Punto 8. Un método para suprimir el rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante, que comprende la
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etapa de administrar un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y un polinucledtido que contiene un
siRNA al cual se ha afiadido polidesoxiadenina, contra un factor coestimulador, a un animal que necesita el
tratamiento o la profilaxis de resistencia o rechazo a un érgano o tejido trasplantado.

Punto 9. Uso de un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y un polinucleétido que contiene un siRNA
al cual se ha afiadido polidesoxiadenina, contra un factor coestimulador, para la fabricacién de un farmaco para
suprimir el rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante.

Punto 10. Un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y un polinucledtido en el que la
polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster que estan al menos parcialmente modificados como fosforotioatos
se afiade a un siRNA que esta dirigido contra un gen deseado.

Punto 11. El complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con el punto 10, en donde el siRNA es de 21 restos y
se le anade el polinucleétido en el que la polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster que estan al menos
parcialmente como fosforotioatos estan anadidos a una hebra sentido del siRNA.

Punto 12. El complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con el punto 10 u 11, en donde la polidesoxiadenina
tiene de 30 a 50 nucleodtidos.

Punto 13. El complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con cualquiera de los puntos 10 a 12, en donde al
menos el 50% de los enlaces fosfodiéster de la polidesoxiadenina son fosforotioatos.

Punto 14. El complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con cualquiera de los puntos 10 a 13, en donde el gen
deseado es un gen que se expresa en una célula que expresa la dectina-1.

Punto 15. El complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con cualquiera de los puntos 10 a 14, en donde el gen
deseado es un factor coestimulador que se expresa en una célula que expresa la dectina-1.

Punto 16. El complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con el punto 15, en donde el factor coestimulador es
un gen del CD40.

Punto 17. Una composicion farmacéutica que contiene un complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con
cualquiera de los puntos 10 a 16.

Punto 18. Una funcién moduladora para una célula que expresa la dectina-1, que contiene un complejo acido
nucleico-polisacarido de acuerdo con cualquiera de los puntos 10 a 16.

Punto 19. La funcién moduladora de acuerdo con el punto 18, en donde una funcién de la célula que expresa la
dectina-1 es una funcién inmunomoduladora.

Punto 20. Un inmunomodulador que contiene un complejo acido nucleico-polisacarido de acuerdo con cualquiera de
los puntos 10 a 16.

Punto 21. Un método para modular una funcién de una célula que expresa la dectina-1, que incluye la etapa de
poner en contacto un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y polinucleétido en el que la
polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster que estan al menos parcialmente como fosforotioatos esta afiadida
a un siRNA que esta dirigido contra un gen que afecta una funcion in vivo de la cual es responsable una célula que
expresa la dectina-1, con una célula que expresa la dectina-1.

Punto 22. EI método de acuerdo con el punto 21, en donde la modulacién de la funcién de la célula que expresa la
dectina-1 es la inmunomodulacion.

Punto 23. Un método para modular una funcién inmunitaria, que incluye la administracion de un complejo acido
nucleico-polisacarido de esquizofilano y polinucleétido en el que la polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster
que estan al menos parcialmente como fosforotioatos esta afiadida a un siRNA que esta dirigido contra un gen que
afecta una funcion in vivo de la cual es responsable una célula que expresa la dectina-1, con un animal que necesita
la modulacion de la funcién inmunitaria.

Punto 24. Uso de un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y polinucleétido en el que la
polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster que estan al menos parcialmente como fosforotioatos esta afiadida
a un siRNA que esta dirigido contra un gen que afecta a una funcion in vivo de la cual es responsable una célula que
expresa la dectina-1, para la fabricacién de un modulador de la funcién inmunitaria.

Efecto de la invencion

De acuerdo con la presente invencion, se puede inducir una actividad de iARN mediante la introduccion eficaz de un
siRNA en una célula diana, y una enfermedad pertinente para la célula destinataria se puede tratar mediante la
modulaciéon de la funciéon de la célula destinataria. Ademas, también es posible dar a conocer un método de
tratamiento que se basa en la induccion de la inmunodepresién con un farmaco de siRNA en dosis baja que le saca
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partido al complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion. En particular, es posible suprimir con
eficacia el rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante mediante el uso del complejo acido nucleico-
polisacarido de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 4, o dicho de otra manera, un siRNA al cual esta
unido la poli(dA) modificada con S puede producir un efecto de interferencia por ARN sin haber ido escindido por
Dicer.

La figura 2 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 8, a saber, la inhibicidon de la recuperacion de la
proliferacién por una alorreaccion.

La figura 3 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 8, o dicho de otra manera, las células que dan
positivo para CD11c con un complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG inducen la inmunodepresion en la RLM con
precultivo.

La figura 4 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 9 (9-B), o dicho de otra manera, un complejo
dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibié significativamente la activacion de los linfocitos en la RLM ex vivo.

En la figura 5 se muestran imagenes que presentan los resultados del ejemplo 10, a saber, células HEK 293T vy
células dHEK tratadas con el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647.

En la figura 6 se muestran los resultados del ejemplo 10. Es decir, con respecto a las células HEK 293T y a las
células dHEK tratadas con el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa 647, una grafica que muestra
los resultados de medir el nivel de la captacién del complejo (intensidad de la fluorescencia de Alexa 647) (figura 6A)
y una grafica que muestra el nivel de expresion de la dectina-1 en la superficie celular (intensidad de fluorescencia
de FITC) (figura 6B).

La figura 7 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 11 (11-A), o dicho de otra manera, la
administracion de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibio significativamente la activacion de los linfocitos.

La figura 8 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 11 (11-B), o dicho de otra manera, la
administracion de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibio significativamente la activacion de los linfocitos.

La figura 9 es una grafica que muestra los resultados del ejemplo 13, o dicho de otra manera, en un modelo de raton
para trasplante de corazon heterotdpico al que se ha administrado un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, el latido
cardiaco del corazén trasplantado es normal durante un largo periodo de tiempo y la tasa de supervivencia después
del trasplante es alta.

Descripcion de las realizaciones

1. Complejo acido nucleico-polisacarido que contiene esquizofilano y siRNA que lleva anadido
polidesoxiadenina que podria tener fosforotioatos, y las aplicaciones del mismo

Con respecto al complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencién, se afiade una cola de
polidesoxiadenina a al menos un extremo de una hebra sentido o de una hebra antisentido que constituye un siRNA
dirigido contra un gen deseado, y se forma una triple hélice mediante una hebra de polidesoxiadenina y dos hebras
de esquizofilano. En la presente invencion, al menos parte de los enlaces fosfodiéster de la cola de
polidesoxiadenina podrian estar como fosforotioatos.

El complejo de la presente invencion contiene un siRNA compuesto por una secuencia de bases que concuerda con
la secuencia deseada del gen deseado como una porcién responsable de un efecto de la interferencia por ARN.
Aqui, el siRNA puede ser una secuencia que concuerda al 100% con la secuencia deseada, o se podrian remplazar
o afadir una o varias bases, siempre y cuando se obtenga el efecto de interferencia por ARN deseado.

Aqui, el gen deseado es un gen al que se le puede inhibir la expresion génica mediante un efecto de interferencia
por ARN. Con respecto al complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, el gen deseado no esta
particularmente limitado y se puede seleccionar idoneamente basandose en la aplicacion del complejo acido
nucleico-polisacarido.

El gen deseado de la presente invencion no esta particularmente limitado, pero desde el punto de vista del uso en
las aplicaciones farmacéuticas, es idéneo un gen que esta implicado en un estado de enfermedad y del que se
espera la inhibicién de su expresion. Ejemplos especificos de genes deseados incluyen (a) un gen que codifica un
factor implicado en el comienzo de un estado de enfermedad o en el empeoramiento de un sintoma al mismo tiempo
que se produce un exceso de su producto de transcripcion a través de estimulos externos o similares, y (b) un gen
deseado que tiene un sitio mutado y codifica un factor que esta implicado directamente en el comienzo de una
enfermedad al mismo tiempo que produce su producto de transcripcion.
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Los ejemplos de genes deseados incluyen genes que codifican factores que inducen la inflamacién, tales como las
citocinas tales como TNFa, interleucina y MIF.

También estan contemplados dentro del gen deseado (a) los genes que codifican factores que determinan el
encendido y apagado de las actividades intracelulares. Los ejemplos de tales genes incluyen proteina cinasas (por
ejemplo, Raf, MEK y Jaks), factores de transcripcion (por ejemplo, Stats), y similares.

Ademas, el gen deseado (a) abarca un gen deseado que codifica un receptor de la superficie celular y también un
gen deseado que codifica un factor que influye en el comienzo o en el agravamiento de un estado patolégico a
través del receptor de la superficie celular. Ejemplos de tales genes incluyen genes que codifican receptores del
factor de la necrosis tumoral (TNFR), receptores del factor de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGFR),
receptores de interleucinas, y similares.

El gen deseado (b) se refiere a un gen deseado que tiene un sitio mutado y codifica un factor que induce el
comienzoo el agravamiento de un estado patoldgico, tal como la inflamacion o la muerte celular, ya que su producto
de transcripcion ocasiona que se pierda la funcion de una célula normal o se erija como una sustancia citotoxica. Los
ejemplos de tales genes incluyen la mutacion V617F de Jak2, la mutacion de repeticion de CAG de ATN1, la
mutacion V30M de TTR, la mutacion R125C de KT14, y similares.

En la presente invencion, el gen deseado es preferiblemente un gen que se expresa en una célula que expresa la
dectina-1 y que influye en la funcién in vivo de la cual es responsable la célula. La dectina-1 es un receptor (receptor
de reconocimiento de patrones) que tiene un dominio de reconocimiento de cadenas de azlcares de un tipo de
leptina de tipo C sobre la membrana celular. La dectina-1 tiene por fuera de la célula una regiéon que reconoce
especificamente los -1,3-glucanos, y dentro de la célula tiene un motivo, denominado motivo 1 de activacién con
tirosinas de inmunorreceptor (ITAM, por su nombre en inglés), que emite una sefial de activacion. Una vez que
reconoce el 3-1,3-glucano, la dectina-1 facilita la produccion del NF-kB o una citocina inflamatoria para inducir una
respuesta de defensa bioldgica. En la presente invencion, los ejemplos de células que expresan la dectina-1
incluyen macrofagos, células dendriticas, neutrdéfilos y similares. Se sabe que el esquizofilano tiene un esqueleto de
-1,3-glucano y que se introduce en una célula que expresa la dectina-1 a través de una sefal inducida cuando se
fija a la dectina-1 que esta presente en la membrana celular de una célula que expresa la dectina-1. El complejo
acido nucleico-polisacarido de la presente invenciéon se introduce en una célula que expresa la dectina-1 porque el
esquizofilano, que es componente del complejo, es reconocido por la dectina-1. De igual forma, la selecciéon de un
siRNA que actua selectivamente sobre un gen que influye en la funcion in vivo de la cual es responsable una célula
que expresa la dectina-1 como el siRNA que ha de estar contenido en el complejo acido nucleico-polisacarido de la
presente invencion hace posible inducir in vivo la inmunodepresion y modular la inmunidad.

En el caso en el que se considere un gen deseado cualquier gen que se expresa en una célula que expresa la
dectina-1 e influye en la funcion in vivo de la cual es responsable esta célula, el gen no esta particularmente limitado
y se puede seleccionar iddneamente basandose en la aplicacion del complejo. Los ejemplos de tales genes incluyen
CD40, B7.1(CD80), B7.2(CD86), CCR7, CCL21, DC-SIGN, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IFN-a, IFN-y y similares. Tales
genes también incluyen un gen que codifica una proteina que interviene en la cascada de sefalizacion. Desde el
punto de vista de inducir con mas eficacia la inmunomodulacién, en especial la inmunodepresién, en un cuerpo vivo,
un gen deseado idoneo podria ser un gen que es relevante para la presentacion del antigeno, tal como un gen que
codifica un factor coestimulador (también denominado una molécula coestimuladora), p. €j., CD40, B7.1(CD80) y
B7.2(CD86). Entre otras cosas, en el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, el uso de un
siRNA contra un gen que codifica el factor coestimulador puede suprimir con eficacia el rechazo que se produce en
el trasplante de 6rganos.

En un ejemplo idéneo del siRNA que constituye el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, el
ARN de la hebra sentido y el ARN de la hebra antisentido se componen, cada uno, de 21 ribonucleétidos, con un
extremo protuberante compuesto por 2 ribonucleétidos que se forman en el extremo en 5' del ARN de la hebra
sentido, asi como el extremo 5' del ARN de la hebra antisentido. Es decir, en el caso de tal ARN bicatenario, del 1.°
al 19.° ribonucledtido desde el extremo 3' del ARN de la hebra antisentido son complementarios a los ribonucleétidos
3.°a 21.° del extremo en 5' del ARN de la hebra sentido. En la presente memoria, tal SiRNA de 21 restos también se
denomina un siRNA de tipo 21-mérico. El siRNA de 21 restos no es escindible por Dicer. En la presente memoria, el
siRNA de 21 restos representa un siRNA que muestra un efecto de iARN sin llegar a ser escindido por Dicer. En el
caso en el que la polidesoxiadenina modificada con fosforotioatos se afiade a la hebra sentido en el siRNA de 21
restos, el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion puede mostrar con eficacia un efecto de
interferencia por ARN al permitir que la hebra antisentido se incorpore en un complejo RISC.

En la presente invencion, es idoneo un siRNA en el cual el nimero de monocadenas de dA fijadas al ARN
bicatenario es 1, y la monocadena de dA esta fijada al extremo en 5' de la hebra sentido. Asi pues, en el caso en el
que la monocadena de dA esté fijada solo al extremo en 5' de la hebra sentido, se puede mostrar notablemente el
efecto de interferencia por ARN basado en el ARN bicatenario.

De igual forma, en el caso del siRNA de tipo 21 restos, la monocadena de polidesoxiadenina puede estar fijada a
cualquiera de hebra sentido/hebra antisentido y de extremo en 5'/extremo en 3', y en el caso en el que la
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monocadena de polidesoxiadenina esté fijada, en particular, al extremo en 5' de la hebra sentido, se puede mostrar
un efecto de interferencia por ARN superior.

El nimero de desoxiadeninas que constituyen la monocadena de polidesoxiadenina no esta particularmente
limitado, siempre y cuando se pueda formar un complejo con esquizofilano, que se describira a continuacion, y es,
por ejemplo, de 10 a 100, preferiblemente de 20 a 100, mas preferiblemente de 20 a 80, e incluso mas
preferiblemente de 30 a 50.

En el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, preferiblemente, al menos parte de los enlaces
fosfodiéster de la porcion responsable de la formacion de un complejo entre el siRNA y el esquizofilano (a saber,
porcién de la cola de polidesoxiadenina (dA)) esta como fosforotioatos (modificada con S). En la presente memoria,
la magnitud de la modificacion con S de la porcién de la cola de dA (polidesoxiadenina) se refiere a la proporcion (%)
de enlaces de fosfodiéster modificados con S con respecto a los enlaces fosfodiéster totales de la cola de dA. De
igual forma, el enlace fosfodiéster modificado con S muestra una estructura de fijacion en la que un atomo de
oxigeno del resto de fosfato de la porcion del enlace fosfodiéster esta remplazado por un atomo de azufre.

La modificacion con S de la polidesoxiadenina se puede realizar de acuerdo con un método conocido. La distribucion
de la modificacion con S en la porcion de la cola de dA no esta particularmente limitada y la modificacion con S
deseada se podria llevar a cabo en cualquier localizacion. La porciéon de la cola de dA modificada con S forma un
complejo favorable con el esquizofilano, y el complejo acido nucleico-polisacarido obtenido de esta manera tiene un
nivel alto de resistencia a las enzimas degradantes. La magnitud de la modificaciéon con S de la porciéon de la cola de
dA normalmente es del 50% o mayor, preferiblemente del 80%, y mas preferiblemente del 100%.

La monocadena de polidesoxiadenina podria estar directamente fijada al ribonucledtido del extremo del ARN de la
hebra sentido y/o del ARN de la hebra antisentido del ARN bicatenario, o puede estar unido mediante un conector
(espaciador).

El complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencién contiene el esquizofilano como una porcién que es
responsable de una funcion deseada que no es el efecto de interferencia por ARN. El esquizofilano es un
polisacarido con un esqueleto de 3-1,3-glucano y se introduce en una célula a través de una sefial que se induce
cuando se fija a la dectina-1, que es un receptor presente en la superficie de una célula presentadora de antigeno.

El esquizofilano (a veces abreviado como SPG), que es un componente del complejo acido nucleico-polisacarido de
la presente invencién, se puede producir de acuerdo con un método corriente descrito en un documento (A.C.S.
38(1), 253 (1997) o Carbohydrate Research, 89, 121-135 (1981)). El esquizofilano obtenido de tal manera se podria
someter a tratamiento con ultrasonidos para dar el esquizofilano que tiene una masa molecular deseada.

En el caso en el que una molécula funcional tenga que estar fijada al SPG, la proporcion de la molécula funcional a
fijar es, por ejemplo, de 1 a 200, preferiblemente de 1 a 100 y particularmente preferido de 1 a 50, moléculas
funcionales con respecto a las 100 cadenas laterales del SPG. La proporciéon de molécula funcional fijada se puede
ajustar mediante el control de la cantidad de oxidante que se afnade, tal como peryodato de sodio, con respecto al
resto de glucosa ramificado en el método arriba mencionado.

El sitio de fijacién donde se fija la molécula funcional al SPG vy el sitio de fijaciéon donde se fija el conector para la
molécula funcional no estan particularmente limitados, pero es preferible que la porcién de 1,2-diol de la glucosa con
un enlace 1,6-glucopirandsido ramificado del esqueleto de ’-1,3-glucano del SPG esté sustituida para la fijacion.

La masa molecular del esquizofilano utilizado en el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion no
esta particularmente limitada y se ajusta idoneamente de acuerdo con, por ejemplo, la longitud de cadena de la cola
de dA. Especificamente, la masa molecular del esquizofilano suele ser, por ejemplo, de 25.000 a 500.000, y
preferiblemente de 25.000 a 250.000.

El complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion se puede preparar de acuerdo con un método
conocido. Un ejemplo especifico podria ser un método de produccion que tiene las etapas siguientes (1) a (3): (1) el
ARN bicatenario fijado al polinucleétido descrito mas arriba al cual esta fijada una cola de monocadena de dA,
directamente o a través de un conector, se prepara de acuerdo con un método conocido, (2) por separado, se da a
conocer el SPG, o se prepara el SPG (SPG modificado) al cual esta fijado una molécula funcional, directamente o a
través de un conector, y (3) a continuacion se forma un complejo mediante el uso de la cola de monocadena de dA
fijada al ARN bicatenario que se fija al ADN y el SPG o el SPG modificado.

En la etapa (3) del método, la proporcion de mezcla del ARN bicatenario fijado al polinucleétido entre el SPG o el
SPG modificado se puede seleccionar idobneamente de acuerdo con la longitud de la cadena de la cola de dA, o la
longitud de la cadena del SPG o del SPG modificado. En el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente
invencion, una molécula de glucosa del esqueleto del SPG corresponde a una molécula de adenina de la cola de dA,
y una cadena de cola de dA y dos cadenas de SPG forman una conformacion de triple hélice. Es decir, en el
complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, la cola de dA esta incorporada en una o varias
localizaciones de la conformacién de doble hélice formada por dos cadenas de SPG, formando asi una
conformacion de triple hélice. Por ejemplo, con un siRNA que lleva afiadido una cola de dA de 40 restos y SPG con
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una masa molecular de 150.000, forman una conformacion de triple hélice dos moléculas de SPG con una masa
molecular de 150.000 y 17 moléculas de un siRNA al cual esta afiadida una dA de 40 restos. Una razén molar
preferible del siRNA que lleva afiadido la cola de dA por SPG es de 20:1 a 1:5, y preferiblemente, se mezclan a 10:1
a 1:1, y forman un complejo la regidon de polidesoxiadenina monocatenaria del ARN bicatenario fijado al
polinucledtido y el SPG o el SPG modificado. Al someter el siRNA y el SPG o el SPG modificado a las condiciones
de formacion del complejo en tal razé6n molar permite que estos materiales interaccionen con eficacia entre si,
haciendo asi posible la mejora de la eficacia de produccién del complejo acido nucleico-polisacarido de la presente
invencion.

En concreto, la formacion de la conformacion de la triple hélice del complejo acido nucleico-polisacarido de la
presente invencion se puede llevar a cabo de acuerdo con el método que viene a continuacion. EI SPG adopta una
conformacion de triple hélice en un entorno natural o en el agua. Este SPG se disuelve en un solvente polar, tal
como sulféxido de dimetilo (DMSO) o una solucién alcalina acuosa, tal como una solucién acuosa de hidréxido de
sodio, para ser modificada en hebras monocatenarias, a continuacion, se afiade un siRNA que lleva afiadida la cola
de dA, el solvente se reemplaza por agua o se neutraliza la solucién alcalina acuosa (proceso de regeneracion) vy,
gracias a esto, se forma una conformacion helicoidal triple del complejo (estructura de asociacién) compuesta por
una porcién de la cadena de un polinucleétido unido con un ARN bicatenario y dos cadenas de SPG. Parece que la
formacion de tal complejo de un polinucleétido y un polisacarido se consigue principalmente a través de puentes de
hidrégeno e interacciones hidréfobas.

El complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, una vez introducido en una célula, puede inhibir la
expresion de un gen deseado en la célula y, asi, se puede utilizar como una composicion farmacéutica con la
intencion de inhibir la expresion del gen deseado. La composicion farmacéutica se puede preparar mediante la
combinacion idénea de una cantidad terapéuticamente eficaz del complejo acido nucleico-polisacarido de la
presente invencion como ingrediente activo con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de tal
vehiculo incluyen vehiculos acuosos, tal como agua purificada, soluciones acuosas que contienen azucar,
tamponantes, solucion salina fisiologica, y agua sin nucleasas; excipientes; y similares.

El complejo acido nucleico-polisacarido de la invencion se administra por via intravenosa.

Ya que el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencién es captado especificamente por una célula
que expresa la dectina-1, hacer que el gen diana del siRNA sea un gen que influye en la funcion in vivo de la cual es
responsable la célula que expresa la dectina-1 hace posible la utilizacién del siRNA también como un ingrediente
activo de un modulador de la funcidn de la célula que expresa la dectina-1. Tal y como se mencioné mas arriba, la
célula que expresa la dectina-1 es una célula que esta implicada en funciones inmunitarias, tal como macréfagos,
células dendriticas y neutrdfilos, y se espera que el modulador funcional sirva como supuesto modulador de la
funcién inmunitaria. Ademas, la presente invencion también da a conocer un inmunomodulador que contiene el
complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencién como uno de sus ingredientes activos. Los diferentes
vehiculos que pueden estar contenidos en estos agentes farmacéuticos, las vias de administracion de los agentes
farmacéuticos, y similares, son tal y como esta descrito mas arriba.

En particular, en el caso en el que el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion se utiliza para la
inmunomodulacion (en particular, inmunodepresion), un gen que codifica el factor coestimulador arriba mencionado
(también denominado molécula coestimuladora) se considera que es un gen deseado. Un factor coestimulador junto
con una molécula estimuladora auxiliar correspondiente (ligando de integrina) constituye una via coestimuladora y
funciona para llevar a cabo la transduccion de sefiales para la defensa bioldgica, y también para fortalecer la
adhesion intracelular entre una célula presentadora de antigeno y un linfocito T. Un ejemplo especifico de factor
coestimulador idoneo en la presente invencion es el CD40. El CD40 es un antigeno con una masa molecular de 50
kDa que esta presente en la superficie de la membrana celular y que se expresa en una célula que expresa la
dectina-1. Se sabe que CD40 tiene una funcidn importante en la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B y de
las células dendriticas. Se identificé el CD40 como un antigeno expresado en la superficie de los linfocitos B de
humano y se cree que pertenece a la familia del receptor del TNF debido a la homologia de su secuencia de
aminoacidos.

En las aplicaciones del complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, se puede comprobar la
capacidad para inducir la inmunodepresioén, por ejemplo, mediante una prueba de reaccion linfocitica mixta (RLM) o
una prueba en la que la inhibicion de la proliferacion de los linfocitos T se determina por la medicién de la captacion
de timidina o de bromodesoxiuridina (BrdU).

Idéoneamente, la seleccion de un gen deseado hace posible la utilizacién del complejo acido nucleico-polisacarido de
la presente invencion en el tratamiento o la profilaxis de la resistencia o el rechazo a un érgano o tejido trasplantado
(tal como rifién, corazon, pulmon, médula 6sea, piel y cornea). El experto en la técnica puede determinar, para
inducir la inmunodepresion, una cantidad eficaz que no sea téxica del complejo acido nucleico-polisacarido de la
presente invencién mediante experimentacién convencional. Aunque la dosis eficaz no esta particularmente limitada,
la dosis eficaz en el caso de utilizar un complejo siCD40/SPG se suele poder seleccionar en el margen de, por
ejemplo, aproximadamente 0,001 a 10 mg por kilogramo de masa corporal al dia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2653 639 T3

Ademas, la presente invencion da a conocer un método para introducir el complejo acido nucleico-polisacarido
descrito mas arriba en una célula deseada, que incluye la etapa de poner en contacto el complejo acido nucleico-
polisacarido con la célula deseada. La cantidad de complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion
introducida en una célula y el método de introduccién podrian ser los mismos que los usados con los siRNA
convencionales. Obsérvese que el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invencion, incluso cuando se
utiliza él solo, muestra una fuerte capacidad para migrar en una célula, y asi pues es posible introducir el complejo
acido nucleico-polisacarido en una célula sin un reactivo convencional de transfeccion génica que se ha utilizado
para introducir un siRNA en una célula, o con un reactivo convencional de transfeccion génica en poca cantidad.
Obsérvese que la inhibicion de la expresion del gen deseado debida al complejo acido nucleico-polisacarido de la
presente invencién se puede llevar a cabo in vivo asi como in vitro o ex vivo.

De igual forma, la presente invencién da a conocer el uso del complejo acido nucleico-polisacarido para inhibir la
expresion de un gen deseado en una célula y el uso del complejo acido nucleico-polisacarido para fabricar un
inhibidor de expresion del gen deseado. Ademas, la presente invencion da a conocer un método para inhibir la
expresion de un gen deseado que incluye la etapa de poner en contacto el complejo acido nucleico-polisacarido con
una célula que contiene un gen deseado. Con respecto a estos usos y el método, el complejo acido nucleico-
polisacarido y la manera de utilizar el complejo son tal y como esta descrito mas arriba.

2. Modulador de la funcién inmunitaria

Ademas, la presente invencion da a conocer un modulador de la funcién inmunitaria que contiene un complejo acido
nucleico-polisacarido de esquizofilano y un polinucleétido, en el cual esta afadida la polidesoxiadenina a un siRNA
que se dirige contra un gen que afecta a la funcioén in vivo de la cual es responsable una célula que expresa la
dectina-1.

Con respecto al modulador de la funciéon inmunitaria, el gen diana del siRNA es un gen que codifica un factor
coestimulador y, particularmente preferido, un gen que codifica el CD40. El uso de los siRNA que actdan
selectivamente sobre estos genes hace posible inducir in vivo la inmunodepresion y modular una funciéon inmunitaria.

En el modulador de la funcién inmunitaria, al menos parte de los enlaces fosfodiéster de la polidesoxiadenina
afnadida al siRNA estan como fosforotioato. La magnitud de modificaciones con S de la polidesoxiadenina es como
esta descrito en el apartado titulado «1. Complejo acido nucleico-polisacarido que contiene esquizofilano y siRNA
que lleva afadido polidesoxiadenina que podria tener fosforotioatos, y las aplicaciones del mismo».

De igual forma, en el complejo acido nucleico-polisacarido utilizado en el modulador de la funcién inmunitaria, la
estructura del siRNA, el nimero de desoxiadeninas que constituyen la polidesoxiadenina, la manera en la que se fija
el siRNA a la polidesoxiadenina, la estructura del esquizofilano, y similares, son tal y como esta descrito en el
apartado titulado «1. Complejo acido nucleico-polisacarido que contiene esquizofilano y siRNA que lleva afiadido
polidesoxiadenina que podria tener fosforotioatos, y las aplicaciones del mismo».

El modulador de la funcién inmunitaria se prepara como una composicién farmacéutica para la inmunomodulacion
mediante la combinacién idénea del complejo acido nucleico-polisacarido con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los vehiculos que podrian estar contenidos en el modulador de la funcién inmunitaria también son como
esta descrito en el apartado titulado «1. Complejo acido nucleico-polisacarido que contiene esquizofilano y siRNA
que lleva afadido polidesoxiadenina que podria tener fosforotioatos, y las aplicaciones del mismo».

El modulador de la funcién inmunitaria, cuando se administra en un animal (incluido un humano) que necesita tal
modulacién de una funcion inmunitaria, pone en contacto el complejo acido nucleico-polisacarido con una célula que
expresa la dectina-1 en el animal, haciendo asi posible la inhibicién de la expresion de un gen deseado en la célula 'y
modular la funcién inmunitaria del animal. Aqui, un ejemplo especifico de la modulacién de una funcién inmunitaria
podria ser la inmunodepresion. En el modulador de la funcién inmunitaria, el gen deseado es, preferiblemente, por
ejemplo, CD40, B7.1 0 B7.2, es decir, un factor coestimulador. Los ejemplos especificos de animales que necesitan
tal inmunodepresion incluyen animales que necesitan tal tratamiento o profilaxis de resistencia o rechazo a un
organo o tejido trasplantado (tal como rifidn, corazén, pulmén, médula 6sea, piel y cornea). Para conseguir tal
inmunodepresioén, es preferible administrar el modulador de la funcién inmunitaria y un antigeno que requiere
inmunodepresién. Por ejemplo, para los animales que necesitan el tratamiento o la profilaxis de la resistencia o
rechazo de un érgano o tejido trasplantado (tal como rifidn, corazén, pulmén, médula ésea, piel y cérnea), la
administracion a los donantes y receptores del trasplante de 6rgano y tejido se realiza antes o después del
trasplante, o antes y después del trasplante. Es deseable administrar el modulador de la funcién inmunitaria junto
con un antigeno causativo para el tratamiento de la alergia y de la enfermedad autoinmunitaria.

Entre los moduladores de la funciéon inmunitaria, los que actian selectivamente sobre un factor coestimulador
pueden inhibir la expresion del factor coestimulador de una manera especifica para las células presentadoras de
antigeno, tales como células dendriticas, lo que permite inducir la inmunodepresion especifica del antigeno, de tal
modo que la inmunodepresion eficaz (en particular, la supresion del rechazo que se produce en un trasplante de
6rgano) se consigue con menos efectos secundarios, ya que tales moduladores de la funciéon inmunitaria no afectan
a las células, salvo a las células presentadoras de antigeno que expresan un factor coestimulador.
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El método de administracion, dosis y similares del modulador de la funcion inmunitaria son tal y como esta descrito
en el apartado titulado «1. Complejo acido nucleico-polisacarido que contiene esquizofilano y siRNA que lleva
afnadido polidesoxiadenina que podria tener fosforotioatos, y las aplicaciones del mismo».

Ademas, la presente invencion también da a conocer el uso de un complejo acido nucleico-polisacarido para la
fabricacion de un modulador de la funcién inmunitaria. Adicionalmente, la presente invencién da a conocer un
método para modular una funcién inmunitaria que incluye la etapa de poner en contacto el complejo acido nucleico-
polisacarido con un animal que necesita tal modulacién de una funcién inmunitaria. La presente invencién también
da a conocer el uso de un complejo acido nucleico-polisacarido para la fabricacion de un agente farmacéutico para
la supresion del rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante. AiUn mas, la presente invenciéon da a
conocer un método para suprimir el rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante que incluye la etapa de
administrar el complejo acido nucleico-polisacarido a un animal que necesita el tratamiento o la profilaxis de la
resistencia o el rechazo a un érgano o tejido trasplantado. Con respecto a este uso y el método, el complejo acido
nucleico-polisacarido y la manera de utilizar el complejo son tal y como esta descrito mas arriba.

Ejemplos

La presente invencion se describira con mas detalle a continuacion por medio de los ejemplos, pero la presente
invencion no estara limitada a los mismos. Obsérvese que el esquizofilano se podria denominar «SPG» en los
ejemplos. De igual forma, el siRNA dirigido contra la luciferasa se podria denominar «siLuc», y el siRNA dirigido
contra el CD40 se podria denominar «siCD40».

Ejemplo 1: Formacion del complejo acido nucleico-polisacarido de SPG y siRNA

Los complejos acido nucleico-polisacarido utilizados en los ejemplos que vienen a continuacion se formaron como se
describe a continuacién. El SPG con una masa molecular de aproximadamente 150.000 se prepard para tener una
concentracion final de 15 mg/ml en una solucion de hidroxido de sodio a 0,25 N, luego se agit6é durante 1 hora y se
dejo reposar a 4 °C durante 1 dia para la modificacion. Una solucion de un siRNA al cual se le habia afiadido una
poli(dA) modificada con S disuelta en un primer fosfato de sodio a 330 mM se afadié a esta solucion de SPG
modificado, y la mezcla se neutralizé y se dejo reposar a 4 °C durante no menos de 24 horas. Entonces se prepard
la mezcla para tener 0,27 mol de SPG por mol de siRNA. Obsérvese que, en el siRNA que lleva afiadido la poli(dA)
modificada con S, se le conectaron 40 desoxiadeninas con fosforotioato en el extremo en 5' de la hebra sentido del
siRNA mediante enlaces fosfoéster. En los ejemplos siguientes, la poli(dA) modificada con S se podria denominar
dA40(s). El grado de modificacion con S de todas las polidesoxiadeninas modificadas con S que se utilizaron en los
ejemplos siguientes fue del 100%.

Ejemplo 2: Estabilidad del complejo acido nucleico-polisacarido de siRNA que lleva afiadido poli(dA)
modificada con S y SPG en el medio de cultivo celular

La preparacién se llevé a cabo para cumplir las condiciones mostradas en la tabla 1 mediante la adicién de una
muestra a un tampon de fosfato (PBS) o un medio de cultivo celular (SBF al 10% + RPMI) (SBF: Biological
Industries, n.° de catalogo 04-001-1A, RPMI: Wako Pure Chemical Industries, Ltd., n.° de catalogo 189-02025). La
muestra se incubé a 37 °C durante 4 horas o 24 horas, a continuacién, se sometié a electroforesis en las
condiciones de 100 V y 60 min en gel de poliacrilamida al 12,5% (Tris-borato-EDTA (TBE)), y se tifié con SYBR Gold
(Lifetechnologies, Japdn).

En la tabla 1, en dA40(s)-siLuc(21 nt), se le afadid la polidesoxiadenina de 40 restos modificada con fosforotioatos
al extremo 5' de la cadena sentido del siRNA de 21 restos (SEQ ID n.°. 1) dirigido contra la luciferasa. En dA40(s)-
siLuc(27 nt), se le afadio la polidesoxiadenina de 40 restos modificada con fosforotioato al extremo 5' de la cadena
sentido del siRNA de 27 restos (SEQ ID n.°. 3) dirigido contra la luciferasa.

Tabla 1

Carril Muestra Incubacion

1 dA40(s)-siLuc(27 nt) Sin incubacion

2 dA40(s)-siLuc(27 nt) SBF al 10% + RPMI: 37 °C, 24 horas
3 complejo dA40(s)-siLuc(27 nt)/SPG SBF al 10% + RPMI: 37 °C, 24 horas
4 dA40(s)-siLuc(21 nt) Sin incubacién

5 dA40(s)-siLuc(21 nt) SBF al 10% + RPMI: 37 °C, 24 horas
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Carril Muestra Incubacion

6 complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG SBF al 10% + RPMI: 37 °C, 24 horas
7 complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG SBF al 10% + RPMI: 37 °C, 4 horas
8 dA40 Sin incubacion

9 SBF al 10% + RPMI Sin incubacion

Como resultado, con respecto a los siRNA a los cuales se les habia afiadido la poli(dA) de 40 restos con
fosforotioatos, las muestras que no estaban en forma de complejo de un siRNA y SPG en el medio de cultivo celular
que contiene una enzima degradante (carriles 2 y 5) y los controles de los carriles 1 y 4 tenian bandas imprecisas, lo
que indica degradacion, y las muestras que estaban en forma de complejo de un siRNA y SPG (carriles 3, 6 y 7)
mostraban bandas claramente visibles, lo que indica que los complejos acido nucleico-polisacarido eran estables.
Obsérvese que las muestras con siRNA a los cuales se les habia afiadido la poli(dA) con fosforotioatos eran mas
estables en un medio de cultivo celular que contenia enzimas degradantes que las que iban con siRNA a los cuales
no se habia afiadido la poli(dA) con fosforotioatos.

Ejemplo 3: Sensibilidad a Dicer del complejo acido nucleico-polisacarido
(3-1) Sensibilidad a Dicer del complejo acido nucleico-polisacarido con una cola de dA sin modificar con S

En este ejemplo, se utilizé un kit con la enzima Dicer recombinante de humano (fabricado por Genlantis Inc.: n.° de
catalogo T510002). De igual forma, se prepararon las premezclas que tienen los siguientes componentes (A a E).

A. Muestra de acido nucleico: 2,5 pl (25 ng)
B.ATPa 10 mM: 1 ul

C. MgClz a 50 mM: 0,5 pl

D. Tampon de reaccion de Dicer: 4 yl

E. Enzima Dicer recombinante (1 unidad): 2 pl

Las muestras B a D o B a E se mezclaron en un tubo de PCR y, a continuacion, se le afiadio la muestra A de acido
nucleico. A continuacion, se le afiadio el agua destilada libre de nucleasas de tal manera que el volumen final fuera
de 10 pl. A continuacién, se llevé a cabo la incubacion a 37 °C durante 15 horas. Después de la incubacion, se le
afiadié una solucién de parada para parar la reaccion. La electroforesis se llevd a cabo a 150 V durante 80 min en
un gel de poliacrilamida al 15% (Tris-borato-EDTA (TBE)), y se tifid el gel con SYBR® Gold (Lifetechnologies,
Japon).

En la tabla 2, siCD40(21 nt) representa un siRNA de 21 restos (SEQ ID n.*® 5y 6) dirigido contra el CD40. En dA40-
siCD40(21 nt), se afiadi6 polidesoxiadenina de 40 restos al extremo en 5' de la hebra sentido (SEQ ID n.° 5) de un
siRNA de 21 restos (SEQ ID n.”® 5y 6) dirigido contra el CD40. siLuc21 representa un siRNA de 21 restos dirigido
contra la luciferasa mostrada en las SEQ ID n.”® 1 y 2. En dA40-siLuc(21 nt), se afiadio la polidesoxiadenina de 40
restos al extremo en 5' de la hebra sentido (SEQ ID n.° 1) de un siRNA de 21 restos (SEQ ID n.*® 1 y 2) dirigido
contra la luciferasa.

Tabla 2

Carril Muestra

1 Marcador

2 siCD40(21 nt)

3 dA40-siCD40(21 nt)

4 dA40-siCD40(21 nt): se afadio Dicer
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Carril Muestra

5 siLuc(21 nt)

6 dA40-siLuc(21 nt)

7 dA40-siLuc(21 nt): se afiadié Dicer
8 siLuc(27 nt)

9 dA40-siLuc(27 nt)

10 dA40-siLuc(27 nt): se afiadié Dicer

Los resultados de la electroforesis descrita mas arriba muestran que la banda de electroforesis del carril 2 era tan
claramente visible como la del carril 3, y la banda del carril 6 era tan claramente visible como la del carril 7, y, asi
pues, el poli(dA)-siRNA(21 nt) no es escindible por Dicer, pero, por otra parte, la banda del carril 10 era mas difusa
que la del carril 9, y el poli(dA)-siRNA(27 nt) es escindible por Dicer.

(3-2) Sensibilidad a Dicer del complejo acido nucleico-polisacarido con cola de dA modificada con S

De la misma manera que en (3-1) mas arriba, se evaluo la sensibilidad a Dicer de un complejo acido nucleico-
polisacarido con una cola de dA modificada con S.

Tabla 3

Carril Muestra

1 Marcador

2 siLuc(21 nt)

3 siLuc(27 nt)

4 dA40(s)-siCD40(21 nt)

5 dA40(s)-siCD40(21 nt): Incubacién con agua caliente a 37 °C.
6 dA40(s)-siCD40(21 nt): se afiadio Dicer

7 Marcador

8 siLuc(21 nt)

9 siLuc(27 nt)

10 dA40(s)-siCD40(27 nt)

11 dA40-siCD40(27 nt): Incubacion con agua caliente a 37 °C.
12 dA40-siCD40(27 nt): se afiadio Dicer

En la tabla 3, siLuc(21 nt) representa un siRNA de 21 restos (SEQ ID n.”* 1y 2) dirigido contra la luciferasa. El
siLuc(27 nt) representa un siRNA de 27 restos (SEQ ID n.”®. 3 y 4) dirigido contra la luciferasa. En dA40(s)-
siCD40(21 nt), se afadio la polidesoxiadenina de 40 restos con fosforotioatos al extremo 5' de la hebra sentido (SEQ
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ID n.° 5) de un siRNA de 21 restos (SEQ ID n.” 5 y 6) dirigido contra el CD40. En dA40(s)-siCD40(27 nt), se afadio
la polidesoxiadenina de 40 restos con fosforotioatos al extremo en 5' de la hebra sentido (SEQ ID n.° 7) de un siRNA
de 27 restos (SEQ ID n.”® 7 y 8) dirigido contra el CD40.

Los resultados de la electroforesis mostraron que la banda del carril 6 era tan claramente visible como las de los
carriles 4 y 5, y, asi pues, el siRNA de tipo 21 nt, incluso cuando se ha afiadido a este la poli dA modificada con S,
no es escindible por Dicer, pero por otra parte, la banda del carril 12 era mas difusa que las de los carriles de control
10y 11, y asi, el siRNA de tipo 27 nt es escindible por Dicer.

Ejemplo 4: Efecto de interferencia por ARN del siRNA unido a poli(dA)

Se introdujo un vector de expresion de la luciferasa dual psiCHECK™-2 (Promega, n.° de catalogo C8021) en las
células HEK 293 utilizando Lipofectamine™ LTX (Lifetechnologies, Japén, n.° de catalogo 15338-500). En este
momento, se ajusto el numero de células para ser 50.000 por pocillo. El dA40-siLuc(21 nt) o el dA40-siLuc(27 nt) se
introdujo en las células con TransIT™-TKO (Takara Bio, Inc., n.° de catalogo V2154), y las células se incubaron a 37
°C durante 20 horas en una incubadora de CO-. A continuacion, se realizé el ensayo de la luciferasa dual (fabricado
por Promega, sistema de ensayo Dual-Glo de la luciferasa, n.° de catalogo E2920) para medir el efecto de
interferencia por ARN. Como control, se realizé el mismo procedimiento sin utilizar una muestra de acido nucleico.
Con respecto al efecto de interferencia por ARN, se compararon dos expresiones de la luciferasa en el control, y el
efecto de interferencia por ARN en ese momento se consideré que era del 0%, y la inhibicién de la expresion en
cada muestra se expresoé en forma de porcentaje.

Los resultados se muestran en la figura 1. Se demostré que el dA40-siLuc(21 nt) de 21 restos unido a la poli(dA),
incluso sin ser escindido por Dicer, produce la misma actividad de efecto de interferencia por ARN que el dA40-
siLuc(27 nt) de 27 restos.

Ejemplo 5: Efecto de inferencia por ARN del complejo siRNA/SPG unido a la poli(dA) con S

Se evaluo el efecto de interferencia por ARN de un complejo de SPG y un siRNA quimérico con poli(dA) con
fosforotioatos mediante el ensayo de la luciferasa dual (fabricado por Promega, sistema de ensayo Dual-Glo de la
luciferasa, n.° de catalogo E2920). Se utilizaron las células RAW264.7 (células dRAW), que expresan fuertemente la
dectina-1 (obtenidas del profesor asociado Yoshiyuki Adachi (inmunologia) del Departamento de Farmacologia,
Universidad de Tokyo de Farmacia y Ciencias Naturales). Las muestras utilizadas se muestran a continuacion en la
tabla 4. En la muestra 4 de la tabla 3, se introdujo el dA40(s)-siLuc(21 nt) con el uso de un Trans|IT™-TKO (Takara
Bio, Inc., n.° de catalogo V2154).

Los resultados se muestran también a continuacion en la tabla 4.

Tabla 4

Muestra Concentracion de | Concentracion | Efecto de interferencia
TransIT-TKO (pl/ml) | de siRNA (nM) |por ARN (%)

1 | Control (Cotransfeccion de psiCHECK™-2) - 10 0
2 |siLuc(21 nt) - 10 8,8
3 |dA40(s)-siLuc(21 nt) - 10 -4
4 |dA40(s)-siLuc(21 nt) (con TransIT-TKO) 0,1 10 1,8
5 |complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG - 10 41

De acuerdo con la tabla 4, se demostré que el complejo poli(dA)(s)-siRNA/SPG produce un efecto de interferencia
por ARN.

Ejemplo 6: Dependencia de la dosis para el efecto de interferencia por ARN debido al complejo poli(dA)(s)-
siRNA

En este ejemplo, se comprobd la dependencia de la dosis que tiene la actividad del siRNA. Se utilizaron las células
dRAW, que eran proliferativas en un serocultivo al 10%. Las muestras utilizadas en este ejemplo se muestran en la
tabla 5 que viene a continuacion.

Este ejemplo se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento que viene a continuacion. Se recuperaron las células
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dRAW, se inocularon en una placa de 48 pocillos para quedar a 20.000 células/pocillo/200 pl, se incubaron en una
incubadora de CO, a 37 °C durante 20 horas. A la placa de 48 pocillos se le afiadié un complejo psiCHECK™-2/LTX
en una cantidad de 20 pl/pocillo y un medio de cultivo en una cantidad de 180 pl/pocillo. A continuacion, se llevo a
cabo un ensayo de la luciferasa dual (fabricado por Promega, sistema de ensayo Dual-Glo de la luciferasa, n.° de
catalogo: E2920). Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 5.

Tabla 5
Muestra Concentracién de siRNA (nM) | Efecto de interferencia por ARN (%)
1 |Control (Cotransfeccion) 0 0
2 | dA40(s)-siLuc(21 nt) desnudo 100 14
3 |complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG |1 12
4 |complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG |10 21
5 |complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG | 100 36

En la tabla 5 se observa la demostracion de que el complejo poli(dA)(s)-siRNA produce un efecto de interferencia
por ARN de una manera dependiente de la dosis.

Ejemplo 7: Capacidad de introduccion en una célula que tiene el complejo poli(dA)(s)-siRNA
(7-A) Capacidad de introduccion en las células dRAW

Las células dRAW se inocularon para quedar a 1.000.000 células/placa (5 ml) y se incubaron en una incubadora de
CO, a 37 °C durante 20 horas. A continuacion, se les afiadieron dA40(s)-siLuc(21 nt) desnudo marcado con Alexa™
647 y el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa™ 647 al medio de cultivo, cada uno a una
concentracion de 100 nM, y se pusieron en contacto con las células dRAW. Después de afiadir cada siRNA, las
células se recuperaron 1, 2, 4 y 8 horas después. Las células recuperadas se fijaron con formaldehido equilibrado al
10% (100 pl/placa), y el nimero de células marcadas con Alexa™ 647 se midié mediante citometria de flujo (FACS).

De acuerdo con los resultados, el nimero de células marcadas con Alexa™ 647 utilizando el complejo dA40(s)-
siLuc(21 nt)/SPG era mas de dos veces mayor que el nimero de células marcadas obtenidas con el dA40(s)-
siLuc(21 nt) desnudo, y parece que la captacion celular del complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG es de mas de dos
veces mayor.

(7-B) Capacidad de introduccion en CD11c(+)

Se obtuvieron esplenocitos de ratones (C57BL/6, macho, 7 semanas de edad; 4 ratones) de acuerdo con un método
estandar. Algunos de los esplenocitos obtenidos se conservaron en refrigeracion para ser usados como control. Los
restantes esplenocitos se separaron en un grupo de células CD11c(-) y un grupo de células CD11c(+) mediante una
columna MACS MS. La separacion de las células por la columna se realizé dos veces. El grupo de células CD11c¢(+)
se prepard para tener 7 x 10° células y se cultivaron en una placa de 6 pocillos (volumen de 2 ml) durante 48 horas
(37 °C, CO; al 5%) para cumplir las condiciones mostradas en la tabla 6 que viene a continuacion. Después del
cultivo, se llevaron a cabo los analisis por FACS con los anticuerpos para FACS mostrados entre paréntesis en la
tabla 6. En la tabla, Dectina-1-FITC representa un anticuerpo contra la dectina-1 modificado con FITC, CD11¢c-FITC
representa un anticuerpo anti-CD40 modificado con FITC, y el control de isotipo con PE representa un anticuerpo de
control de isotipo modificado con PE.

Tabla 6

Muestra
1 [Células CD11c(-) (Dectina-1-FITC)
2 |Células CD11c(+) (control de isotipo con PE)

3 | Células CD11c(+) (CD11c-FITC)
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Muestra
4 |Células CD11c(+) (Dectina-1-FITC)
5 |Células CD11c(+) + SPG (Dectina-1-FITC)
6 |Células CD11c(+) + dA40(s)-siCD40(27 nt) desnudo a 100 nM (Dectina-1-FITC)

7 | Células CD11c(+) + complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG a 100 nM (Dectina -1-FITC)

Se confirmé a partir de los resultados que la muestra 5 tiene una proporcién mas pequeia de células positivas para
la Dectina-1 que la muestra 4, la muestra 7 tiene una proporcién mas pequefia de células positivas para la dectina-1
que las muestras 4 y 6, y cuando las células que expresan la dectina-1 captan el complejo siRNA/SPG, disminuye el
nivel de expresion de la dectina-1 de las células.

(7-C) Incorporacion en el CCR (complejo de carga de RISC)

Se obtuvieron esplenocitos de ratones (C57BL/6, macho, 7 semanas de edad; 4 ratones) de acuerdo con un método
estandar. Algunos de los esplenocitos obtenidos se conservaron en refrigeracion para ser usados como control. Los
restantes esplenocitos se separaron en un grupo de células CD11c(-) y un grupo de células CD11c(+) mediante una
columna MACS MS. La separacion de las células en la columna se realizé6 dos veces. Se prepard un grupo de
células CD11c(+) para tener 2 x 10* células y se cultivaron en una cadmara para portaobjetos (4 pocillos, 1
ml/volumen de pocillo) durante 24 horas (37 °C, CO2 al 5%). A continuacion, a las células CD11c(+) se les afiadio el
siLuc en el cual el extremo en 5' de la hebra antisentido se habia marcado con Alexa™ 647, y un complejo dA40(s)-
siLuc/SPG en el cual el extremo en 5' se habia marcado con Alexa™ 647, para alcanzar los 100 nM, y las células se
cultivaron durante 1 hora (37 °C, COz al 5%).

Una hora después, el sobrenadante del cultivo se retird por succién. Se le afiadieron 500 ml de una solucién de
paraformaldehido al 4%/PBS a cada pocillo y las células se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Después de retirar la solucion de paraformaldehido/PBS por succion, se le afiadié a cada pocillo 1 ml de PBS, las
células se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos y luego se retird el PBS por succién. Este
procedimiento se repiti6 una vez mas (mas adelante, el procedimiento para la incubacion de 5 minutos a
temperatura ambiente con PBS se denominara procedimiento de lavado). Se le afiadieron 500 ml de una solucién de
Triton X-100 al 0,1%/PBS a cada pocillo, las células se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos y a
continuacion se retiré la solucion de Triton X-100 al 0,1%/PBS por succion. El procedimiento de lavado se llevé a
cabo dos veces. Se le afiadié a cada pocillo 500 ml de una solucién de suero de cabra normal al 10% (SCN)/PBS y
las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de retirar la solucion de SCN al
10%/PBS por succion, se prepar6 un anticuerpo anti-TRBP2 de ratdon para alcanzar 130 ng/ml con Triton X-100 al
0,1%, SCN al 1,5%, y SAB/PBS, después se le afiadieron 500 ml del anticuerpo a cada pocillo, y las células se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. La solucién de anticuerpo se retir6 por succion y el
procedimiento de lavado se llevé a cabo 3 veces. Un anticuerpo anti-IgG de raton con Alexa™ 488 (Lifetechnologies,
Japodn) se diluy6 750 veces con Triton X-100, SCN al 1,5% y SAB/PBS, y las células se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. La solucién del anticuerpo se retird por succion y el procedimiento de lavado se llevo a
cabo 3 veces. Después de retirar el PBS por succion, se sacé de la camara y se monté una muestra con un medio
de montaje que contenia un agente que impide que se pierda el color. Se tomd una imagen de esta muestra con un
microscopio confocal con laser y se analizé.

Se confirmé a partir de los resultados que el siRNA del complejo dA40(s)-siLuc/SPG que habia sido captado por las
células, y TRBP2, que es la proteina central del CCR, se localizaban en la misma localizacién, y las imagenes
coincidian en la misma profundidad focal. Esta claro a partir de los resultados que el siRNA captado por las células y
TRBP2 estan localizados tan cerca que pueden interaccionar uno con el otro, o dicho de otra forma, el siRNA se
incorpora en el CCR. Por otra parte, en el caso de utilizar solamente siLuc marcado con Alexa 647, no se observo
ninguna incorporacion de siLuc.

(7-D) Inhibicion de la expresion del ARNm de CD40 in vitro
(i) PCR en tiempo real

Las células dRAW cultivadas en pases (confluencia del 80%) se suspendieron en un medio de cultivo (SBF al 10% +
RPMI (Lifetechnologies, Japon, n.° de catalogo 12718011S)) y se prepararon para tener 1 x 10° células/ml. La
suspension celular se afiadio a una placa de 96 pocillos para tener 10.000 células por pocillo (100 pl/pocillo) y se
cultivaron durante una noche con las condiciones de 37 °C y CO; al 5%. Después del cultivo, se retird el
sobrenadante del cultivo con un aspirador y se afiadieron 100 pl del medio de cultivo a cada pocillo. Este
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procedimiento se repitid dos veces. Cada una de las muestras (tabla 7) se ajustd para tener una concentracion de
100 nM con un medio de cultivo con antelacion, se afiadié a una cantidad de 100 pl por pocillo, y se cultivaron
durante 20 horas en las condiciones de 37 °C y CO; al 5%. Después del cultivo, se le afiadieron 100 yl de un medio
de cultivo a cada pocillo y el medio de cultivo se retird a continuacioén con un aspirador. Se le afiadieron 60 ng/ml de
interferon y (IFN-y, PeproTech, n.° de catalogo 315-05), preparado con un medio de cultivo con antelacion, se afiadio
en una cantidad de 100 pl por pocillo y se cultivé durante 4 horas en las condiciones de 37 °C y CO- al 5%. Después
del cultivo, los ARN totales se prepararon con un kit CellAmp Direct RNA Prep (Takara Bio, Inc., n.° de catalogo
37329) a partir de las células de cada pocillo. Con los ARN totales preparados como plantilla, se sintetizaron los
ADNCc con un kit de reactivos Primer Script RT (Takara Bio, Inc., n.° de catalogo RR037A). Los ADNc sintetizados se
sometieron a qPCR en tiempo real con SYBR Prime Ex Taq Il (Takara Bio, Inc., n.° de catalogo RR081A) para medir
los niveles de expresion del ARNm de CD40. Al mismo tiempo, se midié el nivel de expresion del ARNm de la actina
B y esto se utilizé para corregir los valores medidos del ARNm de CD40. Los valores corregidos se consideraban
como los niveles de expresion del ARNm de CD40 en las condiciones correspondientes. La secuencia de los
cebadores utilizados para la gPCR es como se muestra en la tabla 8.

Tabla 7
Muestra

1 Sin muestra

2 complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG

3 SPG solo

4 dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo

Tabla 8

Cebadores de CD40 de raton |Cebador directo CAAGGATTGCGAGGCATGTG SEQIDNn.°9
Cebador inverso TGACAGACGGTATCAGTGGTCTCAG SEQID n.° 10

Cebadores de la B-actina Cebador directo TGGCACCCAGCACAATGAA SEQID n.° 11

Cebador inverso CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA SEQIDn.°12

Se confirmo a partir de los resultados que el nivel de expresion de CD40 alcanzado con la adiciéon Unicamente de
SPG o de siCD40 desnudo a las células que expresan la dectina-1 no era menor que el alcanzado por el control (sin
muestra), o no se indujo ninguna actividad de iARN, pero la adicion de un complejo siCD40/SPG a las células que
expresan la dectina-1 inhibio la expresion del ARNm de CD40 sin debilitar la actividad de iARN original del siRNA.

(i) FACS

Se separaron las células CD11(+) de bazo de ratén y la proporcion de células positivas para CD40 en las células
CD11(+) se analizaron por FACS. Ademas, se utilizd el mismo entorno que en el cultivo de células, o dicho de otro
modo, las células se afadieron a un medio de cultivo con SBF al 10% + RPMI y se cultivaron durante las
especificadas 4 horas a 48 horas después de calentarlas a 37 °C en una incubacién de CO,. En este momento, las
células CD11(+) se trataron con SPG, dA40(s)-siCD40(27 nt) desnudo y un complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG, y
la posterior expresion de CD40 se analizé por FACS. El método para tratar los esplenocitos es como esta descrito
en (7-B) mas arriba. Los anticuerpos utilizados en el FACS se muestran entre paréntesis en la tabla 9 que viene a
continuacion. En la tabla, el control de isotipo con PE representa un anticuerpo de control de isotipo modificado con
PE, y CD40-PE representa un anticuerpo anti-CD40 modificado con PE.
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Tabla 9

Muestra
1 |Células CD11c(+) (control de isotipo con PE)
2 |Células CD11c(+) (CD40-PE)
3 | Células CD11c(+) + dA40(s)-siCD40(27 nt) desnudo a 100 nM (CD40-PE)

4 |Células CD11c(+) + complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG a 100 nM (CD40-PE)

Los resultados mostraron que las células positivas para la expresion de CD disminuyen con la muestra 4, y el
complejo siCD40/SPG inhibe la expresion de CD40 en la superficie de las células primarias. Por ofra parte, con
siCD40 sin estar en forma de un complejo con SPG, no se observé ninguna reduccion en el numero de células
positivas para CD40 y no era posible inhibir suficientemente la expresién de CD40.

Parece que, en este ejemplo, se formé un complejo de un siRNA y SPG, y asi, el siRNA se estabilizé en el suero y la
sangre, gracias a lo cual el siRNA se introdujo con mas eficacia en las células que el siRNA desnudo y para
administrarse en el citoplasma, y como resultado, se inhibi6 la expresion del ARNm y se inhibio la expresion de la
molécula deseada de la superficie de la membrana celular.

Ejemplo 8

Un factor coestimulador CD40, que es un conocido factor de respuesta temprana de una reaccién inmunitaria, se
establecié como una molécula deseada, y las células de un ratéon que responde al tratamiento se trataron con un
siRNA dirigido contra esta molécula. El efecto farmacoldgico se evalud realizando una reaccion linfocitica mixta
(RLM) entre un grupo de células del estimulador y un grupo de células del respondedor tratadas o sin tratar con
siRNA, y midiendo la tasa de proliferacion celular de los correspondientes grupos mediante un kit de
quimioluminiscencia con BrdU.

Al realizar la RLM, el uso de los esplenocitos CD11c(-) que responden hace que las células presentadoras de
antigeno (CPA) sean deficientes, y asi se suprime la reaccion linfocitica normal y se inhibe la proliferacion celular.
Se afiadieron a ellos los esplenocitos CD11c(+) tratados con un complejo siCD40/SPG y se observé la magnitud de
la recuperacion de la proliferacion celular. Se confirmd, a partir de una comparacion de RLM alégena y RLM
singénica a la cual se afiadio o no se afadié un complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG, que se consiguid la induccion
notable de la inmunodepresion mediante la adicién del complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG (se redujo la magnitud
de la recuperacion de la proliferacion celular: figuras 2 y 3).

En este ejemplo, se utilizé un ratén C57BL/6 como ratén que responde al tratamiento, y Balb/c se utilizd6 como raton
estimulador. Durante la RLM, los esplenocitos del estimulador se utilizaron después de que la proliferacién celular de
los esplenocitos del estimulador se detuviera con la mitomicina C (MMC) que se afiadié cuando se recogieron los
esplenocitos del estimulador.

El precultivo en la RLM in vitro se refiere a un método en el cual se afiade un complejo siCD40/SPG a las células
que dan positivo para CD11c separadas de los esplenocitos del ratdn que responde al tratamiento, a continuacion,
las células se devolvieron a un grupo de células negativas para CD11 y luego se mezclaron con los esplenocitos del
estimulador tratados con la mitomicina C (MMC), y se observé una reaccion de RLM. Es decir, se fijé (o introdujo) un
complejo dA40(s)-siRNA/SPG en las células deseadas con antelacion, y se evalué la induccion de la
inmunodepresién en la reaccion de RLM.

(8-A): Efecto inmunodepresor debido al complejo acido nucleico-polisacarido en la RLM de precultivo con
las células que dan positivo para CD11c

En esta prueba se comprobé si el complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG muestra o no una accién inmunodepresora.
Preparacion de las células

Los esplenocitos se recogieron de ratones (Balb/c (machos de 9 semanas de edad, 2 ratones) y C57BL/6 (machos
de 9 semanas de edad, 2 ratones)). Se afiadieron hemolizantes (cloruro de amonio, potasio) para disolver los
eritrocitos (5 ml de hemolizante, 5 ml de RPMI). Las células se suspendieron en SBF al 10% (DS Pharma Biomedical
Co., Ltd.) + RPMI (5 ml), y los esplenocitos del respondedor se trataron con mitomicina C (MMC) (25 ug de MMC
afiadida a 10" células finales).
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Purificacion de células que dan positivo para CD11c (marcacién magnética)

Las células recogidas de los esplenocitos se ajustaron para tener 10® células/muestra y se suspendieron en una
solucién tamponada (400 pl). Se les afiadieron 100 pl de microperlas con CD11c, y las células se dejaron reposar en
refrigeracion (2 a 8 °C) durante 15 minutos.

Separacion magnética

Se enjuagd una columna con una solucion tamponante (tampon MACS: EDTA a 2 mM, SAB al 0,5% en PBS (1x)
desgasificado después de la preparacion), se vertieron con una pipeta 500 yl de una suspension de células
marcadas magnéticamente y se dejo efluir. Se recogio el liquido que habia efluido y se utilizd como células CD11c(-

)-
Procedimiento de la adicion de grupos del complejo

Las células que dan positivo para CD11c que se recogieron se dividieron para quedar a 1,0 x 10° células/condicion.
A esto se le afiadio el siCD40 desnudo y un complejo siCD40/SPG para tener una concentramon final de 100 nM, y
las células se |ncubaron a 37 °C durante 4 horas. Se utilizaron en la RLM 5 x 10° células (esplenocitos) del
respondedor y5x 10° células del estimulador (una mezcla de 2,5 x 10* células que dan positivo para CD11cy 4,75
x 10° células que dan negativo para CD11c) a 5x. Las condiciones de la RLM se muestran en la tabla 10 que viene a
continuacion.

Tabla 10

Condiciones de la RLM
Muestra
1 |RLM alégena en Balbc / C57BL6 CD11c (-/+) de control
2 |RLM aldégena en Balbc / C57BL6 CD11c (-/+) con dA40(s)-siCD40 desnudo a 10 nM
3 |RLM alégena en Balbc / C57BL6 CD11c (-/+) con complejo dA40(s)-siCD40/SPG a 10 nM

* C57BL6 CD11c (-/+): La razon de mezcla de células CD11c(-) y células CD11c(+) era de CD11¢(-):CD11c(+) =
95:5.

* En la tabla, a menos que se especifique de otra manera, los esplenocitos del estimulador estaban tratados con
MMC.

* En la tabla, las células de RLM indicadas como (Balbc / C57BL6) designan (cepa de raton utilizado como
respondedor para los linfocitos / cepa de ratén utilizados como respondedor para los linfocitos).

* En la tabla, siCD40 tiene la secuencias de bases mostradas en las SEQ ID n.”* 7 y 8.

Los resultados se muestran en la figura 2. En la figura 2 se muestra la inhibicion de la recuperacion de la
proliferacion mediante una alorreaccion. No se observo ninguna proliferacion celular cuando todos los esplenocitos
de Balb/c y las células CD11c(-) separadas de las C57BL/6 se sometieron a la RLM. Por otra parte, cuando todos los
esplenocitos de Balb/c y las células CD11c (-/+) separadas de C57BL/6 se sometieron a la RLM, se activd una
reaccion alégena y se recuperd una reaccion de proliferacion celular. En el caso en el que un complejo se puso en
contacto con las células diana CD11c(+) y a continuacion las células se mezclaron con las células CD11c(-) y se
sometieron a RLM junto con esplenocitos de Balb, se inhibid la recuperacién de la proliferacion celular. Es decir, se
demostré que las células que dan positivo para CD11c inducen la inmunodepresién en la RLM de precultivos.

(8-B): Dependencia de la dosis observada en la accién inmunodepresora debida al complejo acido nucleico-
polisacarido con el uso de células que dan positivo para CD11c

En este experimento, se comprobd si el complejo dA40(s)-siCD40(27 nt)/SPG muestra o no una accién de
inmunodepresion de una manera dependiente de la dosis. La preparacion de las células se llevd a cabo del mismo
modo que en (A) mas arriba, con ratones (Balb/c (machos de 7 semanas de edad, 2 ratones), C57BL/6 (machos de
7 semanas de edad, 2 ratones)). De igual modo, la purificacion y la separacion magnética de las células que dan
positivo para CD11c se llevé a cabo del mismo modo que en (A) mas arriba. Las condiciones de la RLM se muestran
a continuacion en la tabla 11.
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Tabla 11

Condiciones de la RLM
Muestra
1 |RLM alégena (Balbc / C57BL6)
2 |RLM singénica (C57BL6 / C57BL6)
3 |RLM singénica (Balbc / Balbc)
4 |RLM alégena (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo a 10 nM
5 |RLM alégena (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo a 100 nM
6 |RLM alégena (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a 10 nM
7 |RLM alégena (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a 100 nM
8 |RLM alégena (Balbc / C57BL6) CD11c (-/+) complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a 400 nM

* En la tabla, a menos que se especifique de otra manera, las células del estimulador estaban tratadas con MMC.

* En la tabla, las células para la RLM estan indicadas como (cepa de ratén utilizado como estimulador para los
linfocitos / cepa de ratén utilizado como respondedor para los linfocitos).

Los resultados de la RLM se muestran en la figura 3. La figura 3 muestra que las células que dan positivo para
CD11c inducen la inmunodepresion de una manera dependiente de la dosis en la RLM con precultivos.

Ejemplo 9
(9-A) RLM in vitro

En este experimento se evalud el efecto inhibidor del crecimiento de linfocitos que presenta el complejo dA40(s)-
siCD40(21 nt)/SPG administrado in vitro. El método de preparacion de las células se describe a continuacion.

Se recogieron los esplenocitos de los ratones (estimuladores: Balb/c (machos de 7 semanas de edad, 2 ratones) y
respondedores: C57BL/6 (machos de 7 semanas de edad, 2 ratones)). Se les afiadieron hemolizantes (cloruro de
amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (3 ml de hemolizante, 2 min). Se le afiadieron 8 ml de RPMI y la mezcla
se centrifugd a 300 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se retiré con un aspirador y se afiadieron 10 ml de
RPMI para suspender las células. Se repitieron la centrifugacion y los posteriores procedimientos. Se retird el
sobrenadante con un aspirador, luego se suspendieron las células en 5 ml de SBF al 10%/RPMI y se conto el
numero de células. Los esplenocnos del estimulador se trataron con mitomicina C (MMC) (37 °C, 30 min) (25 ug de
MMC se afiadieron a las 10’ células finales). Después del tratamiento con MMC, las células se suspendieron en 10
ml de RPMI y se centrifugaron a 300 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se retir6 con un aspirador, se
afadieron 10 ml de RPMI y se repitieron 4 veces la centrifugacion y los posteriores procedimientos. El sobrenadante
se retird con un aspirador, entonces las células se suspendleron en 3 ml de SBF al 10%/RPMI, se conté el numero
de células y se ajusto la concentracion celular para ser 5 x 10° células/ml. EI complejo (o siMOCK) se afiadié a los
esplenocitos (5 x 10° células para cada condicion) del respondedor para tener una concentracion final de 10 nM, y
las células se cultivaron durante 4 horas a 37 °C. Después del cultivo, se afiadieron 10 ml de RPMI al liquido celular
para suspender las células, y las células se centrifugaron a 300 x g durante 10 minutos. El sobrenadante se retird
con un aspirador, se afiadieron 10 ml de RPMI y se repitieron 2 veces la centrifugacic’m y los posteriores
procedimientos. Las células se suspendieron en 1 ml de SBF al 10%/RPMI, se contd el numero de células y la
concentracion celular se ajustod para ser 5 x 10° celulas/ml Se mezclaron en un pocillo (un volumen final de 200
ml/pocillo) 5 x 10° células del estimulador y 5 x 10° células del respondedor, y las células se cultivaron a 37 °C en un
entorno de CO; al 5% durante 72 horas. Después del cultivo, se midi6 el crecimiento celular mediante un ensayo que
utiliza la quimioluminiscencia mediante la captacion de BrdU (Cell Proliferation ELISA, BrdU) (Roche Applied
Science).

También se llevo a cabo la RLM in vitro en la que los esplenocitos del estimulador se trataron con un siRNA. Se llevé
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a cabo el procedimiento descrito, excepto que el tratamiento de las células del estimulador con siRNA se realizé
después del tratamiento con MMC y que las células del respondedor después del recuento celular se conservaron
en refrigeracion sin tratarse hasta el comienzo de la RLM. Las condiciones de la RLM se muestran en la tabla 12.

Tabla 12

Condiciones de la RLM (caso en el que la muestra se afiade a los esplenocitos del respondedor).
Muestra

1 |RLM singénica (C57BL6/C57BL6)

2 |RLM alégena (Balbc/C57BL6)

3 |RLM alégena (Balbc/C57BL6) complejo dA40(s)-siCD40/SPG a 10 nM

4 |RLM alogena (Balbc/C57BL6) siMOCK (PBS)

Condiciones de la RLM (caso en el que la muestra se afiade a los esplenocitos del estimulador).
Muestra

1 |RLM singénica (C57BL6/C57BL6)

2 |RLM alégena (Balbc/C57BL6)

3 |RLM alégena (Balbc/C57BL6) complejo dA40(s)-siCD40/SPG a 10 nM

4 |RLM alogena (Balbc/C57BL6) siMOCK (PBS)

5 |RLM alégena (Balbc/C57BL6) SPG solo (equivalente al siRNA del complejo a 10 nM)

6 |RLM alégena (Balbc/C57BL6) con dA40(s)-siCD40 desnudo a 10 nM

Se confirmé a partir de los resultados que, en la RLM de las células del respondedor tratadas con el complejo
dA40(s)-siCD40/SPG, el crecimiento celular era aproximadamente el 60% del crecimiento celular con el siMock de
control, y en la RLM de las células del estimulador tratadas con el complejo dA40(s)-siCD40/SPG, el crecimiento
celular era aproximadamente el 50% del crecimiento celular con el siMock de control. Es decir, se confirmdé que,
independientemente de que se haga sobre los esplenocitos del estimulador o de los esplenocitos del respondedor, la
adicion del complejo dA40(s)-siCD40/SPG inhibe la respuesta de RLM alégena al nivel de la respuesta de la RLM
singénica. Esta claro a partir de estos hechos que el complejo dA40(s)-siCD40/SPG inhibe significativamente la
activacion de los linfocitos.

(9-B) RLM ex vivo

En este experimento, el comportamiento del siRNA en un organismo vivo se examiné mediante la administracion de
un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a ratones respondedores mediante una inyeccion en la vena caudal (i.v.), la
recogida de los esplenocitos después de un intervalo de 4 horas, y la realizacion de la RLM con esplenocitos de
ratones estimuladores. El método de preparacion de las células se describe a continuacion.

Se recogieron los esplenocitos de los ratones (estimuladores: Balb/c (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones) y
respondedores: C57BL/6 (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones)). Un complejo siRNA/SPG se inyectd por via
intravenosa en los ratones respondedores 4 horas antes de recoger los esplenocitos. Se afiadieron hemolizantes
(cloruro de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (5 ml de hemolizante, 5 ml de RPMI). Las células se
suspendieron en 5 ml de SBF al 10% (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) + RPMI (4 x 10° células/pocillo), y los
esplenocitos del estimulador se trataron con mitomicina C (MMC) (25 pg de MMC afiadida a 10" células finales). Las
condiciones de la RLM se muestran a continuacion en la tabla 14.
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Tabla 13

Condiciones de la RLM
Muestra
1 |Medio
2 |RLM alégena Balbc (MMC)/ B6 (PBS)
3 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (20 ug i.v. de SPG)
4 |RLM alégena Balbc (MMC) B6 (20 ug i.v. de dA40(s)-siCD40(21 nt) desnudo)
5 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (20 ug i.v. del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG)

6 |RLM singénica B6 (PBSi.v.)/ B6 (PBSi.v.)

Los resultados se muestran en la figura 4. En la figura 4, el valor (actividad de los esplenocitos) obtenido por la
sustraccion del valor numérico de la reaccion singénica restado del valor numérico de la reaccion alégena de un
control (valor obtenido por sustraccion del nimero de células de la muestra 2 restado del numero de células de la
muestra 6) se representa graficamente como el 100%, y se muestra la magnitud de la inhibicién ejercida por la
administracion del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG sobre la reaccion proliferativa de los linfocitos de resultas
de la reaccion alégena. Esta claro de los resultados que el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibe
significativamente la activacion de los linfocitos por la administracién en un organismo vivo.

Ejemplo 10: Captacion celular especifica por las células que expresan de la dectina-1

En este experimento, se evalud la captacion especifica de un complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con
Alexa™ 647 en las células que expresan la dectina-1. El método de analisis se describe a continuacion.

Una camara de 4 pocillos se revistié con colageno de tipo I-P. A continuacion, se le afiadieron 500 pl de células HEK
293T y células dHEK a una concentracion de 1 x 10° células/ml, y se cultivaron durante una noche (37 °C, CO; al
5%). A continuacion, el medio de cultivo fue reemplazado para afiadir un medio de cultivo que contenia un complejo
dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa™ 647 a 10 nM o 100 nM, y las células se incubaron durante 2 a 8
horas a 37 °C en CO, al 5%. Luego, las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con formaldehido
equilibrado al 10%. Las células fijadas se observaron con un microscopio confocal con laser (Carl Zeiss LSM710
NLO System) y se midié por citometria de flujo la intensidad de la fluorescencia del Alexa™ 647 mostrada por las
células. Ademas, el nivel de la dectina-1 expresada en la superficie de las células fijadas se midi6 mediante
citometria de flujo con un anticuerpo marcado con FITC.

Obsérvese que las células HEK 293T utilizados en este experimento son células epiteliales de rifidn embrionario de
humano que no expresan la dectina-1, y las células dHEK son las células HEK 293T que se han transformado para
que expresen la dectina-1.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5 y 6. La figura 5 muestra imagenes de células tratadas con el
complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa™ 647, la figura 6A muestra los resultados de medir la
intensidad de la fluorescencia de Alexa™ 647 emitida por las células tratadas con dA40(s)-siLuc(21 nt) marcado con
Alexa™ 647, y la figura 6B muestra los resultados de medir la intensidad de la fluorescencia de FITC emitida por las
células tratadas con el dA40(s)-siLuc(21 nt) marcado con Alexa™ 647. Esta claro a partir de los resultados que la
captacion del complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG marcado con Alexa™ 647 se confirma solo en las células dHEK
que expresan la dectina-1, y que el complejo acido nucleico-polisacarido de la presente invenciéon es captado por
endocitosis en las células que expresan la dectina-1. De igual forma, esta claro que el nivel de dectina-1 en las
células dHEK disminuye a medida que se capta el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG, y asi la dectina-1 la captan
las células junto con el complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG.

Ejemplo 11
(11-A)

En este experimento se examiné el comportamiento de siRNA en un organismo vivo mediante la administracion de
un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a ratones respondedores por una inyeccion en la vena caudal (i.v.), la
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recogida de los esplenocitos después de un intervalo de 4 horas, y la realizacion de la RLM con esplenocitos de
ratones estimuladores. El método de preparacion de las células se describe a continuacion.

Se recogieron los esplenocitos de los ratones (estimuladores: Balb/c (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones) y
respondedores: C57BL/6 (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones)). Un complejo siRNA/SPG se inyectd por via
intravenosa en los ratones respondedores 4 horas antes de recoger los esplenocitos. Se afiadieron hemolizantes
(cloruro de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (5 ml de hemolizante, 5 ml de RPMI) Las células se
suspendieron en 5 ml de SBF al 10% (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) + RPMI (4 x 10° celulas/pocﬂlo) y los
esplenocitos del estimulador se trataron con mitomicina C (MMC) (25 ug de MMC afiadidos a 10’ células finales).
Las condiciones de la RLM se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14

Condiciones de la RLM
Muestra
1 |Medio
2 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (PBS)
3 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (20 ug i.v. del complejo dA40(s)/SPG)
4 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (20 pg i.v. del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG)
5 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (20 ug i.v. del complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG)

6 |RLM singénica B6 (PBSi.v.)/ B6 (PBS i.v.)

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7. En la figura 7, el valor (actividad de los esplenocitos) obtenido
por la sustraccion del valor numérico de la reaccién singénica restado del valor numérico de la reaccion alégena de
un control (valor obtenido por sustraccién del numero de células de la muestra 2 restado del nimero de células de la
muestra 6) se representa graficamente como el 100%, y se muestra la magnitud de la inhibicién ejercida por la
administracion del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG sobre la reaccion proliferativa de los linfocitos de resultas
de la reaccién alégena. Esta claro a partir de los resultados que el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibe
significativamente la activacion de los linfocitos cuando se administra in vivo.

(11-B)

En este experimento se examind el comportamiento del siRNA en un organismo vivo mediante la administracion de
un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG tanto a ratones respondedores como a ratones estimuladores por una
inyeccion en la vena caudal (i.v.), la recogida de los esplenocitos después de un intervalo de 12 horas, y la
realizacion de la RLM con esplenocitos de ratones estimuladores. El método de preparacion de las células se
describe a continuacion.

Se recogieron los esplenocitos de los ratones (estimuladores: Balb/c (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones) y
respondedores: C57BL/6 (machos de 8 semanas de edad, 3 ratones)). Un complejo siRNA/SPG se inyectd por via
intravenosa en los ratones estimuladores y en los ratones respondedores 12 horas antes de recoger los
esplenocitos. Se afiadieron hemolizantes (cloruro de amonio, potasio) para disolver los eritrocitos (5 ml de
hemolizante, 5 mI de RPMI). Las células se suspendieron en 5 ml de SBF al 10% (DS Pharma Biomedical Co., Ltd.)
+ RPMI (4 x 10° celulas/pocﬂlo) y los esplenocitos del estimulador se trataron con mitomicina C (MMC) (25 ug de
MMC afiadidos a 10’ células finales). Las condiciones de la RLM se muestran en la tabla 15.

Tabla 15

Condiciones de la RLM
Muestra

1 |Medio
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Condiciones de la RLM
Muestra
2 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (PBS)
3 |RLM alogena Balbc (MMC) / B6 (20 pg i.v. del complejo dA40(s)-siLuc(21 nt)/SPG)
4 |RLM alégena Balbc (MMC) / B6 (20 ug i.v. de dA40(s)-siCD40(21 nt) y SPG presentes en soluciones diferentes)
5 |RLM aldgena Balbc (MMC) / B6 (20 pg i.v. del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG)

6 |RLM singénica B6 (PBS i.v.)/ B6 (PBS i.v.)

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 8. En la figura 8, el valor (actividad de los esplenocitos) obtenido
por la sustraccion del valor numérico de la reaccién singénica restado del valor numérico de la reaccion alégena de
un control (valor obtenido por sustracciéon del numero de células de la muestra 2 restado del nimero de células de la
muestra 6) se representa graficamente como el 100%, y se muestra la magnitud de la inhibicién ejercida por la
administracion del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG sobre la reaccion proliferativa de los linfocitos de resultas
de la reaccion alégena. Se confirmé también a partir de los resultados que, al igual que con los resultados de (9-A)
de mas arriba, el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG inhibe significativamente la activacion de los linfocitos por la
administracion in vivo.

Ejemplo 12

Los esplenocitos se recogieron de ratones Balb/c. Las células se inocularon en una placa de 24 pocillos a una
cantidad de 5 x 10° células/pocillo y se les afadié un medio de cultivo de RPMI que contiene SBF al 10% para
alcanzar 1 ml/pocillo. Un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG (300 ng/pocillo en términos de siRNA) que utilizé el
SPG con la modificacion de la cadena lateral por biotinilacion, o se afiadié una muestra de control que contenia PBS
como siMock a la placa, y se cultivé en una incubadora de CO; (37 °C) durante una noche. El medio de cultivo se
retird por succion, a continuacion, se resuspendieron las células en Tris-HCl a 10 mM (pH 7,5) que contenia NaCl a
100 mM y EDTA a 1 mM, y se rompieron durante 15 s con un sonicador, se le afiadieron 50 ml de particulas
magnéticas marcadas con estreptavidina (Roche Applied Science, n.° de catalogo 11641778001) y se llevé a cabo la
reaccion a temperatura ambiente durante 15 minutos mientras se agitaba. Se centrifugd para recoger un precipitado,
el precipitado resultante se resuspendio en 100 pyl de un tampdén con dodecilsulfato de sodio (SDS), se someti6 a
electroforesis en poliacrilamida con SDS y se ftransfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. A continuacion, la
deteccion de TRBP2 se llevd a cabo con un anticuerpo de ratén anti-TRBP2 y un anticuerpo contra la IgG de ratdn
unido a peroxidasa.

Como resultado, se encontré que dA40(s)-siCD40(21 nt) que esta en forma de complejo con SPG es una forma de
complejo con TRBP2.

Ejemplo 13

Se estudio el efecto de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en aloinjertos cardiacos mediante el uso de ratones
modelo de trasplante cardiaco heterotépico.

Mas especificamente, se administré un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG a través de la vena de la cola a
ratones donantes (C57/BL10, macho) y ratones receptores (CBA, macho) a una dosis de 2 ug/cabeza. Las pautas
de la dosificacion se describen a continuaciéon. Una unica dosis de 2 pg/cabeza se administro al raton donante 3 dias
antes (el dia —3) y 1 dia antes (el dia —1) de la extirpacion cardiaca, y una dosis Unica de 2 mg/cabeza se administré
al ratén receptor 3 dias antes (el dia —3) y 1 dia antes (el dia —1) del trasplante del mismo modo. El dia 0 se extirp6
el corazon del ratén donante y el corazon se trasplanté quirdrgicamente de modo heterotdpico en el ratdn receptor.
Después del trasplante, cada dosis Unica de 2 ug/cabeza de un complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG se administrd
adicionalmente a través de la vena de la cola al raton receptor 1 dia (dia 1), 3 dias (dia 3), 5 dias (dia 5) y 7 dias (dia
7) después del trasplante de corazén. Después de finalizar la administracion, se observé con el tiempo el latido del
corazon del corazon trasplantado del raton receptor. Ademas, como comparacion, se realizaron de la misma manera
que esta descrito mas arriba un ensayo donde se administré un complejo dA40(s)-siGAPDH (gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa)(21 nt)/SPG en vez del complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG en la misma cantidad, y un ensayo
donde no se administré el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 9. En la figura 9, «complejo siCD40/SPG» indica un complejo
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dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, y «complejo siGAPDH/SPG» indica un complejo dA40(s)-siGAPDH(21 nt)/SPG. Tal y
como se puede observar de la figura 9, cuando se administré el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG, el latido del
corazoén trasplantado fue normal durante un largo periodo de tiempo en todos los ratones receptores después del
trasplante, y la supervivencia de todos los ratones receptores se confirmé incluso 90 dias después del trasplante.
Por otra parte, cuando se administré el complejo dA40(s)-siGAPDH(21 nt)/SPG o no se administré nada, la tasa de
supervivencia de los ratones receptores fue del 0% el dia 10 después del trasplante.

Ademas, cuando se administré el complejo dA40(s)-siCD40(21 nt)/SPG solo a ratones donantes (C57/BL10, macho)
a una dosis de 2 pg/cabeza, o se administré solo a ratones receptores (CBA, macho) a una dosis de 2 ug/cabeza, se
observo el latido del corazén trasplantado. Como resultado, el latido del corazén trasplantado se observé durante un
largo periodo de tiempo incluso en el caso donde recibieron la administracion solo los ratones donantes o solo los
ratones receptores.

A partir de estos resultados, se cree que el dA40(s)-siCD40(21 nt) se introdujo con eficacia en las células
presentadoras de antigeno para suprimir la expresion de CD40 de tal modo que se suprimid la activacion de los
linfocitos T especificos de antigeno.

Obsérvese que la secuencia de nucleotidos de siLuc y siCD40 utilizadas en los ejemplos 1 a 13 son como las que se
muestran en la tabla 16 que viene a continuacion.

Tabla 16
secuencia (5' — 3') |Sentido GGC CUU UCA CUA CUC CUA CGA SEQIDn.°1
de siLuc (21 nt)

Antisentido |GUA GGA GUA GUG AAA GGC CAG SEQIDn.°2
secuencia (5' — 3') |Sentido CUG GCC UUU CAC UAC UCC UAC GAG CAC SEQIDn.°3
de siLuc (27 nt)

Antisentido |GUG CUC GUA GGA GUA GUG AAA GGC CAG SEQIDn.°4
secuencia (5' — 3') |Sentido GGA GGG CAC CGC AGA AUC AUU SEQIDn.°5
de siCD40 (21 nt)

Antisentido |UGA UUC UGC GGU GCC CUC Cuu SEQIDn.°6
secuencia (5' — 3')|Sentido AAG GAG GGC ACC GCA GAA UCA GAC Acu SEQIDn.°7
de siCD40 (27 nt)

Antisentido |AGU GUC UGA UUC UGC GGU GCC CucC cuu SEQIDn.°8

Listado de secuencias

<110> NapaJden Pharma, Inc.

<120> Complejo acido nucleico/polisacarido
<130> PCT0013P

<150> PCT/JP2011/68265
<151>2011-08-10

<150> JP2011-43310
<151>2011-02-28

<160> 12

<170> PatentIn version 3.1
<210>1

<211> 21

<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de siLuc(21nt)
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<400> 1
ggccuuucac uacuccuacg a 21

<210> 2
<211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de siLuc(21nt)

<400> 2
guaggaguag ugaaaggcca g 21

<210> 3
<211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de siLuc(27nt)

<400> 3
cuggccuuuc acuacuccua cgagcac 27

<210> 4
<211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de siLuc (27nt)

<400> 4
gugcucguag gaguagugaa aggccag 27

<210>5
<211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de siCD40(21nt)

<400> 5
ggagggcacc gcagaaucau u 21

<210>6
<211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de siCD40(21nt)

<400> 6
ugauucugcg gugcccuccu u 21

<210>7
<211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena sentido de siCD40(27nt)

<400>7
aaggagggca ccgcagaauc agacacu 27
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<210> 8
<211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cadena antisentido de siCD40(27nt)

<400> 8
agugucugau ucugcggugc ccuccuu 27

<210>9
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para CD40 de ratén

<400> 9
caaggattgc gaggcatgtg 20

<210> 10
<211>25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para CD40 de raton

<400> 10
tgacagacgg tatcagtggt ctcag 25

<210> 11
<211>19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para beta-actina de ratén

<400> 11
tggcacccag cacaatgaa 19

<210> 12
<211>25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para beta-actina de raton

<400> 12
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REIVINDICACIONES

1. Una preparacion farmacéutica para uso para la supresion del rechazo que se produce en el tratamiento de
trasplante, en donde la preparacién farmacéutica comprende

un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y

un polinucledétido que contiene un siRNA al cual se le afiade polidesoxiadenina, en donde dicho siRNA es contra un
factor coestimulador, y

la preparacion farmacéutica es para uso en la administracién intravenosa.

2. La preparacion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el siRNA es de 21
restos, y el polinucleétido contiene polidesoxiadenina que tiene enlaces fosfodiéster que estan al menos
parcialmente modificados como fosforotioatos y que esta afiadida a una hebra sentido del siRNA.

3. La preparacion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde al menos el 50% de
los enlaces fosfodiéster de la polidesoxiadenina estan como fosforotioatos.

4. La preparacién farmacéutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
factor coestimulador es el que se expresa en una célula que expresa la dectina-1.

5. La preparacién farmacéutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el
factor coestimulador es cualquiera de CD40, B7.1y B7.2.

6. La preparacién farmacéutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
factor coestimulador es CD40.

7. La preparacién farmacéutica para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el
tratamiento de trasplante es trasplante de rifidn, trasplante de corazén, trasplante de pulmoén, trasplante de médula
6sea, trasplante de piel o trasplante de cérnea.

8. Un complejo acido nucleico-polisacarido de esquizofilano y un polinucleétido que contiene un siRNA al cual
se le ha afadido polidesoxiadenina, en donde dicho siRNA es contra un factor coestimulador,

para ser usado para la supresion del rechazo que se produce en el tratamiento de trasplante en un animal que
necesita el tratamiento o la profilaxis de la resistencia o rechazo a un érgano o tejido trasplantado,

en donde el complejo es para ser usado en la administracion intravenosa.
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Fig.3
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Fig.5
Células HBEK293T

Campo Gptico Huoresoenda Fusion

30



ES 2653 639 T3

Fig 6
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Fig.7
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Fig.9
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