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DESCRIPCION
Agentes de ARNi modificados.

La presente invencion se refiere a agentes de ARNi que comprenden una primera cadena y una segunda cadena, en
los que al menos una subunidad segun la férmula (I) de la presente invencién se incorpora en al menos una de
dichas cadenas. Ademas, la presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas y kits que comprenden
dichos agentes de ARNi.

La interferencia por ARN o “iARN” es un término acufado inicialmente por Fire y colaboradores para describir la
observacion de que el ARN bicatenario (ARNbc) puede bloquear la expresién génica cuando se introduce en
gusanos (Fire et al. (1988) Nature 391, 806-811). EI ARNbc pequeio dirige el silenciamiento post-transcripcional,
especifico de gen, en muchos organismos, incluyendo vertebrados, y ha proporcionado una nueva herramienta para
estudiar la funcién génica. La iARN puede implicar la degradacién de ARNm.

En este contexto, el documento WO 02/094185 A2 describe conjugados y composiciones para la distribucién celular,
conectores degradables, métodos respectivos de sintesis, y aplicaciones de los mismos. Ademas, el documento WO
95/18792 A1 describe monémeros de pirrolidina que portan varios grupos funcionales en la preparacién de
estructuras oligoméricas.

La presente invencién se refiere a los siguientes puntos:

1. Un agente de ARNi que comprende una primera cadena y una segunda cadena, en el que al menos una
subunidad que tiene una formula (I) se incorpora a al menos una de dichas cadenas:

1

RG
RZ-A/ X \%{f
R? z
_7\Y/

R4

En el que:

X es N(CO)R” o NR’;

Y es CR°R10;

Z esta ausente;

Uno de R', R?, R3, R4, R®y R'0 es OR?y uno de R', R?, R3, R4 R°y R'" es (CH2)»OR®, 0

Uno de R', R?, R3, R4, R°y R es (CH2)nOR? y uno de R', R?, R%, R%, R° y R'% es OR®,

En el que el resto de R', R2, R3, R*, R° y R0 son H;

Cada uno de R® y R® es, independientemente, H o alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con 1-3 R'3;
R” es R9Y; 0 alquilo C1-Czo sustituido con NR°R? o NHC(O)R9;

R'3 es hidroxi, alcoxi C1-Ca, 0 halo;

R2 es:
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O . cadena
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Cada uno de Ay C es, independientemente, O 0 S;

BesOH, O, 0
11
O—pP—0—pP—~0H
O o
Re es H o alquilo C1-Cs;
RY es un ligando elegido de un radical de colesterol; un radical carbohidrato; y colesterol;
ynesi-4;
en
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el que la subunidad se sitda en el extremo 3’ 0 5’ de la primera cadena o la segunda cadena.
. El compuesto del punto 1, en el que R' es (CH2)nORP y R3 es OR2.
. El compuesto del punto 2, en el que R' y R® son cis.

. El compuesto del punto 2, en el que R' y R3 son trans.

. El compuesto del punto 2, enelquenes 1.

. El compuesto del punto 2, en el que A es O.

. El compuesto del punto 2, en el que A es S.

. El compuesto del punto 1, en el que R' es (CH2)nOR?2 y R3 es OR®.
. El compuesto del punto 2, en el que R” es (CH2)sNHR¢ o (CH2)sNHC(O)R¢.

. El compuesto del punto 1, en el que R' es ORP y R3 es (CH2)nORa.
. El compuesto del punto 1, en el que R' es OR2 y R3 es (CH2)nORP.
. El compuesto del punto 11, en el que R' y R® son cis.

. El compuesto del punto 11, en el que R' y R® son trans.

. El compuesto del punto 11, en el que nes 1.

. El compuesto del punto 1, en el que R' es (CH2)nORP y R® es OR2.
. El compuesto del punto 15, en el que R' y R® son cis.

. El compuesto del punto 15, en el que R' y R® son trans.

. El compuesto del punto 15, en el que nes 1.

. El compuesto del punto 1, en el que R' es OR2 y R? es (CH2)nORP.
El compuesto del punto 19, en el que R' y R® son cis.

El compuesto del punto 19, en el que R' y R® son trans.

El compuesto del punto 19, en el que nes 1.

El compuesto del punto 1, en el que R es (CH2)nOR2 y R® es ORP.
El compuesto del punto 1, en el que R' es ORP y R? es (CH2)nORa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2702942 T3

25. El compuesto del punto 1, en el que R® es (CH2)nORP y R® es ORz.
26. El compuesto del punto 1, en el que R® es (CH2)nOR? y R® es OR®.
27. El compuesto del punto 1, en el que R3 es OR?2 y R° es (CH2)nOR®.
28. El compuesto del punto 1, en el que R3 es OR? y R® es (CH2)nOR®.

29. Una composicion farmacéutica que comprende un agente de ARNi del punto 1 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

30. Un kit que comprende un agente de ARNi del punto 1, un recipiente estéril en que el agente de ARNi se
describe, e instrucciones para el uso.

El inventor ha descubierto, entre otros, que el azucar ribosa de una o mas subunidades de ribonucleétido de un
agente de ARNi puede sustituirse con otro resto, p.ej., un vehiculo no carbohidrato (preferiblemente ciclico). Una
subunidad de ribonucledtido en que el azlcar ribosa de la subunidad se ha sustituido asi se denomina en la
presente memoria como una subunidad de modificacion por sustitucion de ribosa (SMSR). Un portador ciclico puede
ser un sistema anular carbociclico, es decir, todos los atomos del anillo son dtomos de carbono, o un sistema anular
heterociclico, es decir, uno o0 mas atomos del anillo pueden ser un heteroatomo, p.ej., nitrégeno, oxigeno, azufre. El
portador ciclico puede ser un sistema anular monociclico, o puede contener dos o mas anillos, p.ej., anillos
condensados. El portador ciclico puede ser un sistema anular totalmente saturado, o puede contener uno o mas
dobles enlaces.

Los vehiculos incluyen ademas (i) al menos dos “puntos de unién a la estructura” y (ii) al menos un “punto de union
al anclaje”. Un “punto de unidn a la estructura” como se usa en la presente memoria se refiere a un grupo funcional,
p.ej. un grupo hidroxilo, o generalmente, un enlace disponible para, y que es adecuado para la incorporacién del
vehiculo a la estructura, p.gj. el fosfato, o fosfato modificado, p.ej., que contiene azufre, la estructura de un acido
ribonucleico. Un “punto de unién al anclaje” como se usa en la presente memoria se refiere a un atomo del anillo
constituyente del portador ciclico, p.ej., un atomo de carbono o un heteroatomo (distinto de un atomo que
proporciona un punto de unién a la estructura), que conecta con un resto seleccionado. El resto puede ser, p.ej., un
ligando, p.ej., un resto de direccionamiento o de distribucion, o un resto que altera una propiedad fisica. Uno de los
restos mas preferidos es un resto que promueve la entrada a una célula, p.ej., un resto lipdfilo, p.ej., colesterol.
Aunque sin desear estar atados por la teoria, se cree que la unién de un agente lipé6filo aumenta la lipofilicidad de un
agente de ARNi. Opcionalmente, el resto seleccionado se conecta por un anclaje intermedio al portador ciclico. Por
consiguiente, incluird a menudo un grupo funcional, p.ej., un grupo amino, o generalmente, proporcionara un enlace,
que es adecuado para la incorporacion o anclaje de otra entidad quimica, p.gj., un ligando al anillo constituyente.

La incorporacion de una o mas SMSR descritas en la presente memoria en un agente de ARN, p.gj., un agente de
ARNIi, particularmente cuando se ancla a una entidad apropiada, puede conferir una 0 mas nuevas propiedades al
agente de ARN y/o alterar, mejorar o modular una o mas propiedades existentes en la molécula de ARN. P.gj.,
puede alterar una o mas de lipofilicidad o resistencia a la nucleasa. La incorporacion de una o mas SMSR descritas
en la presente memoria en un agente de ARNi puede, particularmente cuando la SMSR esta anclada a una entidad
apropiada, modular, p.ej., aumentar, la afinidad de union de un agente de ARNi a un ARNm diana, cambiar la
geometria de la forma doble del agente de ARNi, alterar la distribucién o dirigir al agente de ARNi a una parte
particular del cuerpo, o modificar la interaccion con las proteinas de unioén del acido nucleico (p.ej., durante la
formacion de RISC y la separacion de cadenas).

Las figuras muestran:
FIG. 1 un esquema sintético general para la incorporacién de monémeros de SMSR en un oligonucleétido.
FIG. 2 es una lista de sustituyentes que pueden estar presentes en silicio en OFG'.

FIG. 3 es una lista de vehiculos de SMSR representativos. El panel 1 muestra SMSR basadas en pirrolina; el panel 2
muestra SMSR basadas en 3-hidroxiprolina; el panel 3 muestra SMSR basadas en piperidina; el panel 4 muestra
SMSR basadas en morfolina y piperazina; y el panel 5 muestra SMSR basadas en decalina. R1 es succinato o
fosforamidato y R2 es H o un ligando conjugado.

FIG. 4 es un esquema de reaccion general para la conjugacién 3’ de péptido en ARNi.

FIG. 5 es un esquema de reaccion general para la conjugacién 5’ de péptido en ARNi.

FIG. 6 es un esquema de reaccion general para la sintesis de aza-péptidos.

FIG. 7 es un esquema de reaccion general para la sintesis de N-metilamino&cidos y péptidos.

FIG. 8 es un esquema de reaccion general para la sintesis de B-metilaminoacidos y péptidos Ant y Tat.
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FIG. 9 es un esquema de reaccion general para la sintesis de oligocarbamatos de Anty Tat.

FIG. 10 es un esquema de reaccion general para la sintesis de oligoureas de Ant y Tat.

FIG. 11 es una representacién esquematica de vehiculos peptidicos.

FIG. 12 es una representacion estructural de emparejamiento de bases en ARNip? pseudocomplementario.

FIG. 13 es una representacién esquematica de ARNip de direccionamiento duales disefiados para fijar como objetivo
el genoma de VHC.

FIG. 14 es una representacion esquematica de ARNip bifuncionales, pseudocomplementarios, disefiados para fijar
como objetivo el genoma de VHC.

FIG. 15 es una lista de agentes de ARNi de control y candidatos.

FIG. 16 es una representacion grafica de resultados de viabilidad celular relativa.

FIG. 17 es una representacién grafica de resultados de actividad de silenciamiento génico.

FIG. 18 es una lista de monémeros representativos de SMSR anclados a colesterol.

FIG. 19 muestra datos de LCMS para un conjugado de colesterol 3’ después de purificacion PAGE.
FIG. 20 es una representacion grafica del silenciamiento de Luc sin reactivo de transfeccion.

El (ARNbc) bicatenario dirige el silenciamiento especifico de la secuencia de ARNm a través de un proceso conocido
como interferencia por ARN (iARN). El proceso se da en una amplia variedad de organismos, incluyendo mamiferos
y otros vertebrados.

Se ha demostrado que fragmentos de 21-23 nt de ARNbc son mediadores especificos de la secuencia del
silenciamiento de ARN, p.ej., provocando la degradacion del ARN. Aunque sin desear estar atados por la teoria,
puede ser que una sefial molecular, que puede ser meramente de la longitud especifica de los fragmentos, presente
en estos fragmentos de 21-23 nt busque factores celulares que medien la iARN. Se describen en la presente
memoria métodos para preparar y administrar estos fragmentos de 21-23 nt, y otros agentes de ARNi, y su uso para
inactivar especificamente la funcién génica. El uso de agentes de ARNi (u oligonucledtidos producidos de forma
recombinante o sintetizados de forma quimica de la misma naturaleza o similar) permite la fijacién como objetivo de
ARNm especificos para el silenciamiento en células de mamiferos. Ademas, fragmentos de agente de ARNbc mas
largos pueden usarse también, p.ej. como se describe a continuacion.

Aunque, en las células de mamiferos, los ARNbc largos pueden inducir la respuesta de interferona que es nociva
frecuentemente, los ARNp no desencadenan la respuesta de la interferona, al menos no en un grado que sea nociva
para la célula y el huésped. En particular, la longitud de las cadenas de agente de ARNi en un agente de ARNp
puede ser menor que 31, 30, 28, 25 o 23 nt, p.ej., suficientemente corta para evitar inducir una respuesta nociva de
interferona. Por consiguiente, la administracién de una composicion de agente de ARNp (p.€j., formulada como se
describe en la presente memoria) a una célula de mamifero puede usarse para silenciar la expresion de un gen
diana mientras se sortea la respuesta de la interferona. Ademas, el uso de una especie discreta de agente de ARNi
puede usarse para determinar como objetivo de forma selectiva un alelo de un gen diana, p.ej., en un sujeto
heterocigoético para el alelo.

Ademas, en una realizacién, una célula de mamifero se trata con un agente de ARNi que altera un componente de la
respuesta de la interferona, p.ej., proteina quinasa PKR activada por ARN bicatenario (ARNbc). Dicha célula puede
tratarse con un segundo agente de ARNi que incluye una secuencia complementaria a un ARN diana y que tiene
una longitud que de otra forma desencadenaria la respuesta de la interferona.

En una realizacién tipica, el sujeto es un mamifero tal como una vaca, caballo, raton, rata, perro, cerdo, cabra o un
primate. El sujeto puede ser un mamifero lechero (p.ej., una vaca, o cabra) u otro animal de granja (p.ej., un pollo,
pavo, oveja, cerdo, pez, gamba). En una realizacion mas preferida, el sujeto es un humano, p.ej., un individuo
normal o un individuo que tiene, esta diagnosticado con, o se prevé que tenga una enfermedad o trastorno.

Ademas, puesto que el silenciamiento mediado por un agente de ARNi persiste durante varios dias después de
administrar la composicién de agente de ARNi, en muchos ejemplos, es posible administrar la composicién con una
frecuencia de menos de una vez al dia, o, para algunos ejemplos, solo una vez para el régimen terapéutico
completo. Por ejemplo, el tratamiento de algunas células cancerigenas puede mediarse por una Unica administracion
en bolo, mientras que una infeccién virica crénica puede necesitar una administracion regular, p.ej., una vez a la
semana o una vez al mes.
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Se describen un nimero de rutas ejemplares de distribucion que pueden usarse para administrar un agente de ARNi
a un sujeto. Ademas, el agente de ARNi puede formularse segun un método ejemplar descrito en la presente
memoria.

Subunidades de mondémero de sustitucion de ribosa (SMSR)
Estructura de SMSR

Un agente de ARN, p.ej., un agente de ARNi, que contiene una SMSR preferida, aunque no limitante, se presenta
como férmula (R-2) en la FIG.1. El vehiculo incluye dos “puntos de unién a la estructura” (grupos hidroxilo), un
“punto de unién al anclaje”, y un ligando, que esta conectado indirectamente al vehiculo por medio de un anclaje
intermedio. La SMSR puede ser la subunidad terminal 5’ 0 3’ de la molécula de ARN, es decir, uno de los dos grupos
“W” puede ser un grupo hidroxilo, y el otro grupo “W” puede ser una cadena de dos o mas ribonucleétidos no
modificados o modificados. De forma alternativa, la SMSR puede ocupar una posicién interna, y ambos grupos “W”
pueden ser uno o mas ribonucleétidos no modificados o modificados. Mas de una SMSR puede estar presente en
una molécula de ARN, p.ej., un agente de ARNi. Las posiciones preferidas para la inclusién de una SMSR anclada a
un resto, p.ej., un resto lipofilo, p.ej., colesterol, estan en el extremo 3’, el extremo 5’, o internamente, en la cadena
homosentido.

La molécula de ARN modificada de férmula (R-2) puede obtenerse usando métodos sintéticos de oligonucleétido
conocidos en la técnica. En una realizacion preferida, la molécula de ARN modificada de formula (R-2) puede
prepararse incorporando uno o mas de los compuestos monoméricos de SMSR correspondientes (monémeros de
SMSR, véase, p.ej., A, By C en la FIG. 1) en una cadena homosentido o antisentido en crecimiento, utilizando, p.ej.
estrategias de acoplamiento de fosforamidita o H-fosfonato.

Los monémeros de SMSR generalmente incluyen dos grupos hidroxilo diferentemente funcionalizados (OFG' y
OFG? en la FIG. 1), que estan unidos a la molécula de transporte (véase A en la FIG. 1), y un punto de union de
anclaje. Como se usa en la presente memoria, el término “grupo hidroxilo funcionalizado” significa que el protén del
hidroxilo se ha sustituido por otros sustituyente. Como se muestra en las estructuras representativas By C en la FIG.
1, un grupo hidroxilo (OFG') en el vehiculo esta funcionalizado con un grupo protector (GP). El otro grupo hidroxilo
(OFG?) puede estar funcionalizado con o bien (1) un reactivo de soporte de sintesis en fase liquida o sélida (circulo
sélido) directamente o indirectamente a través de un conector, L, como en B, o (2) un resto que contiene fésforo,
p.€j., una fosforamidita como en C. El punto de unién al anclaje puede estar conectado a un atomo de hidrégeno, un
anclaje, o un ligando anclado en el momento que el mondémero se incorpora en la cadena homosentido o antisentido
en crecimiento (véase la variable “R” en la FIG. 1). Por consiguiente, el ligando anclado puede estar, aunque no
necesitar estar unido al monémero en el momento en que el monémero se incorpora en la cadena en crecimiento.
En ciertas realizaciones, el anclaje, el ligando o el ligando anclado pueden estar unidos a una SMSR “precursora”
después que un mondmero de SMSR “precursor” se haya incorporado a la cadena. La linea ondulada usada en la
FIG. 1 (y en otro sitio en la presente memoria) se refiere a una conexion, y puede representar un enlace directo entre
el resto y el punto de unién o una molécula de anclaje que esta intercalada entre el resto y el punto de unién.
Anclado directamente significa que el resto esta unido directamente al punto de unién. Anclado indirectamente
significa que hay una molécula de anclaje intercalada entre el punto de union y el resto.

El grupo protector (OFG') puede seleccionarse como se desee, p.ej., de T.W. Greene y P.G.M. Wuts, Protective
Groups in Organic Synthesis, 22 Ed., John Wiley and Sons (1991). El grupo protector es preferiblemente estable bajo
condiciones de sintesis de amidita, condiciones de almacenaje, y condiciones de sintesis de oligonucleétido. Los
grupos hidroxilo, -OH, son grupos nucledfilos (es decir, bases de Lewis), que reaccionan a través de oxigeno con los
electrofilos (es decir, acidos de Lewis). Los grupos hidroxilo en que el hidrégeno se ha sustituido con un grupo
protector, p.ej., un grupo triarilmetilo o un grupo trialquilsililo, son esencialmente no reactivos como nucledfilos en las
reacciones de desplazamiento. Por consiguiente, el grupo hidroxilo protegido es util en la prevencién, p.ej., de
homoacoplamiento de compuestos ejemplificada por la estructura C durante la sintesis de oligonucleotidos. En
algunas realizaciones, un grupo protector preferido es el grupo dimetoxitritlo. En otras realizaciones, un grupo
protector preferido es un grupo protector con base de silicio que tiene la férmula posterior:

X5!
L3 '
x® ——Si—0—~§--
X5lll

X5, X5y X5 pueden seleccionarse de alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo, alcoxi, cicloalcoxi, aralcoxi,
ariloxi, heteroariloxi, o siloxi, sustituidos o no sustituidos (es decir, R3SiO-, los tres grupos “R” pueden ser cualquier
combinacion de los grupos enumerados anteriormente). X5, X5y X5” pueden ser todos iguales o diferentes; también
se contempla una combinacién en que dos de X5, X5 y X5 son idénticos y el tercero es diferente. En ciertas
realizaciones X%, X5 y X5 incluyen al menos un grupo alcoxi o siloxi y puede ser cualquiera de los grupos
enumerados en la FIG. 2, una combinacion preferida incluye X%, X% = trimetilsiloxi y X5" = 1,3-(trifenilmetoxi)-2-
propoxi o ciclododeciloxi.
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Cuando el OFG? en B incluye un conector, p.ej., un conector organico largo, conectado a un reactivo de soporte
soluble o insoluble, pueden emplearse técnicas de sintesis en disolucién o fase sélida para construir una cadena de
ribonucledtidos naturales y/o modificados una vez que OFG' se desprotege y esta libre para reaccionar como un
nucledfilo con otro nucledsido o monémero que contiene un grupo electréfilo (p.ej., un grupo amidita). De forma
alternativa, una cadena de ribonucleétido u oligorribonucleétido natural o modificado puede acoplarse al monémero
C por medio de un grupo amidita o grupo H-fosfonato en OFG2. Posterior a esta operacion, OFG' puede
desbloquearse, y el grupo hidroxilo nucledfilo restaurado puede reaccionar con otro nucledsido o mondémero que
contiene un grupo electréfilo (véase FIG. 1). R puede ser un alquilo o alquenilo sustituido o no sustituido. En
realizaciones preferidas, R’ es metilo, alilo o 2-cianoetilo. R” puede ser un grupo alquilo C1-C1o, preferiblemente es
un grupo ramificado que contiene tres 0 mas carbonos, p.ej., isopropilo.

OFG? en B puede ser hidroxilo funcionalizado con un conector, que a su vez contiene un reactivo de soporte de
sintesis en fase liquida o sélida al otro extremo del conector. El reactivo de soporte puede ser cualquier medio de
soporte que puede soportar los monémeros descritos en la presente memoria. El monémero puede unirse a un
soporte insoluble por medio de un conector, L, que permite al monémero (y la cadena en crecimiento) solubilizarse
en el disolvente en que estéa situado el soporte. El monémero solubilizado, ain inmovilizado, puede reaccionar con
reactivos en el disolvente circundante; los reactivos sin reaccionar y sub-productos solubles pueden limpiarse
facilmente del soporte solido al que el monémero o productos derivados del monémero esta unido. De forma
alternativa, el monémero puede unirse a un resto de soporte soluble, p.ej., pueden usarse polietilenglicol (PEG) y
técnicas de sintesis en fase liquida para construir la cadena. La seleccion del conector y el medio de soporte esta
dentro de las capacidades de la técnica. Generalmente el conector puede ser —C(O)(CHz)qC(O)-, 0 —C(O)(CHz2)4S-,
preferiblemente, es oxalilo, succinilo o tioglicolilo. Soportes de sintesis en fase sélida de vidrio de poro de control
estandar no puede usarse en conjunto con grupos protectores sililo 5’ 1abil con fluoruro en porque el cristal se
degrada por el fluoruro con una reduccién significativa en la cantidad de producto de longitud completa. Se prefieren
los soportes con base de poliestireno estable al fluoruro o PEG.

Los vehiculos preferidos tienen la formula general (R-3) proporcionada a continuacion. (En esa estructura los puntos
de unidn a la estructura preferidos pueden elegirse de R' 0 R?; R® 0 R*; 0 R° y R0 si Y es CR®R"0 (dos posiciones se
eligen para dar dos puntos de unién a la estructura, p.ej., R' y R* o R* y R° Los puntos de unién al anclaje
preferidos incluyen R7; R® o R® cuando X es CHa. Los vehiculos se describen a continuacién como una entidad, que
puede incorporarse en una cadena. Por consiguiente, se entiende que las estructuras también incluyen las
situaciones en donde uno (en el caso de una posicién terminal) o dos (en el caso de una posicién interna) de los
puntos de unién, p.ej., R' o R%; R® o R* o R? o R (cuando Y es CR°R'), esta conectado al fosfato, o fosfato
modificado, p.ej., estructura que contiene azufre. P.ej., uno de los grupos R nombrados anteriormente puede ser —
CH2-, en el que un enlace esta conectado al vehiculo y uno al &tomo de la estructura, p.ej., un oxigeno de unién o un

atomo de fésforo central).
RG
X
RZA/ \%RS
Z
\Y ~

(R-3)

En que,

X es N(CO)R”, NR” o CHyz;
Y es NR8, O, S, CR°R'Y;

Z es CR''R'2 o ausente;

Cada uno de R', R?, R3, R4, R° y R es, independientemente, H, OR?3, o (CH2)nORP®, con tal que al menos dos de R',
R?, R3, R4, R%y R0 sean OR?y/o (CH2),OR®;

Cada uno de R®, Ré, R'!, y R'? es, independientemente, un ligando H, alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con 1-
3R, 0 C(O)NHR7; 0 R5 y R'"juntos son cicloalquilo C3-Cs opcionalmente sustituido con R'#;

R” puede ser un ligando, p.ej., R” puede ser RY, o R” puede ser un ligando anclado indirectamente al vehiculo, p.ej.,
a través de un resto de anclaje, p.ej. alquilo C1-Czo sustituido con NR°R9, o alquilo C1-Czo sustituido con NHC(O)RY;

R8 es H o alquilo C1-Cs;
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R'3 es hidroxi, alcoxi C1-Ca, 0 halo;

R'* es NR°R;

R'5 es alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con ciano, o alquenilo C2-Ce;

R'6 es alquilo C1-Cro;

R'7 es un reactivo de soporte en fase liquida o solida;

L es —=C(O)(CH2)qC(O)-, 0 C(O)(CHz2)qS-;

R? es CArs;

R° es P(0)(O)H, P(OR™)N(R'®)2 o L-R'7;

Rees H o alquilo C1-Ce;

R9 es H o un ligando,

Cada Ar es, independientemente, arilo Ce-C10 opcionalmente sustituido con alcoxi C1-Ca;

nes1-4;yqes0-4.

Los vehiculos ejemplares incluyen aquellos en que, p.gj., X es N(CO)R” o NR?, Y es CR°R'9, y Z esta ausente; o X
es N(CO)R?, o NR?, Y es CR®R'?, y Z es CR''R'%; 0 X es N(CO)R” 0 NR’, Y es NR8, y Z es CR''R'%; 0 X es N(CO)R’
oNR7,Yes O,y Zes CR'R'%; 0 X es CHz; Y es CR®C'%; Z es CR''R'2, y R5 y R'" juntos forman cicloalquilo Cs (H, z

= 2), o el sistema anular indano, p.ej., X es CHz, Y es CR°R'0, Z es CR''R'2, y R y R'" juntos forman cicloalquilo Cs
H,z=1).

En ciertas realizaciones, el vehiculo puede estar basado en el sistema anular de pirrolina o el sistema anular 4-
hidroxiprolina, p.ej., X es N(CO)R” o NR’, Y es CR°R", y Z est4 ausente (D). OFG' esta unido preferiblemente a un
carbono primario, p.€j., un grupo alquileno exociclico,

OFG?

04-]-q3 CH,OFG'

x
( A

:

=

LIGANDO
D

p.ej., un grupo metileno, conectado con uno de los carbonos en el anillo de cinco miembros (-CH20FG' en D). OFG?
esta preferiblemente unido directamente a uno de los carbonos en el anillo de cinco miembros (-OFG? en D). Para
los vehiculos con base de pirrolina, el -CH20FG' puede estar unido a C-2 y OFG? puede estar unido a C-3; o
CH20FG' puede estar unido a C-3 y OFG? puede estar unido a C-4. En ciertas realizaciones, CH2OFG' y OFG?
pueden sustituirse geminalmente con uno de los carbonos referenciados anteriormente. Para los vehiculos con base
de 3-hidroxiprolina, -CH20FG' puede estar unido a C-2 y OFG? puede estar unido a C-4. Los mondmeros con base
de pirrolina y 4-hidroxiprolina pueden por lo tanto contener uniones (p.ej., enlaces carbono-carbono) en los que la
rotacion del enlace esta restringida alrededor de esa unién particular, p.ej., la restriccion que resulta por la presencia
de un anillo. Por consiguiente, CH:2OFG' y OFG? pueden ser cis o trans el uno con respecto al otro en cualquiera de
los emparejamientos delineados anteriormente. Por consiguiente, todos los isdmeros cis/frans estan expresamente
incluidos. Los monémeros pueden contener ademas uno o mas centros asimétricos y por consiguiente se dan como
racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos, diastereémeros individuales y mezclas diastereoméricas.
Todas las formas isoméricas dichas de los mondmeros estan expresamente incluidas (p.ej., los centros que portan
CH20FG' y OFG? pueden ambos tener la configuracion R, o tener ambos la configuracién S; o un centro puede
tener la configuracion Ry el otro centro puede tener la configuracion S y viceversa). El punto de unién al anclaje es
preferiblemente nitrégeno. Ejemplos preferidos del vehiculo D incluyen los siguientes:
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8] anclaje-ligando anclaje-ligando
H-C
g? N He
~ C,
G,FO G,FOf
OFG, OFG,
(o] anclaje-ligando _An claje-ligando
Y Hz?
N N
G-.FG%,_%C OFG, G1FDH"“"CHE OFG;

H;

En ciertas realizaciones, el vehiculo puede estar basado en el sistema anular de piperidina (E), p.ej., X es N(CO)R” o
NR’, Y es CR°R'0, y Z es CR''R'2. OFG! es preferiblemente

OFG*
cﬂ/
~Cs .
+—(CH,),0FG'

Cz
N,f’

:
|

LIGANDO

E

unido a un carbono primario, p.ej., un grupo alquileno exociclico, p.ej., un grupo metileno (n=1) o grupo etileno (n=2),
conectado a uno de los carbonos en el anillo de seis miembros [-(CH2)nOFG' en E]. OFG? esta unido
preferiblemente de forma directa a uno de los carbonos en el anillo de seis miembros (-OFG? en E). —(CH2)nOFG' y
OFG? pueden estar dispuestos en una manera geminal en el anillo, es decir, ambos grupos pueden estar unidos al
mismo carbono, p.ej., a C-2, C-3 o C-4. De forma alternativa, -(CH2)nOFG' y OFG? pueden estar dispuestos en una
manera vecinal en el anillo, es decir, ambos grupos pueden estar unidos a atomos de carbono anulares adyacentes,
p.€j., -(CH2)nOFG' puede estar unido a C-2 y OFG? puede estar unido a C-3; -(CH2)nOFG' puede estar unido a C-3 y
OFG? puede estar unido a C-2; -(CH2)nOFG' puede estar unido a C-3 y OFG? puede estar unido a C-4; o —
(CH2)nOFG!" puede estar unido a C-4 y OFG? puede estar unido a C-3. Los monémeros basados en piperidina
pueden por lo tanto contener uniones (p.ej. enlaces carbono-carbono) en los que la rotacién del enlace esta
restringida alrededor de esa union particular, p.ej. la restriccion que resulta de la presencia de un anillo. Por
consiguiente, -(CH2)nOFG' y OFG? pueden ser cis o trans el uno con respecto al otro en cualquiera de los
emparejamientos delineados anteriormente. Por consiguiente, todos los isémeros cis/frans estan expresamente
incluidos. Los monémeros pueden contener también uno 0 mas centros asimétricos y por consiguiente darse como
racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos, diasteredmeros individuales y mezclas diastereoméricas.
Todas las formas isoméricas dichas de los mondmeros estén incluidas expresamente (p.ej., los centros que portan
CH20FG' y OFG? pueden tener ambos la configuracion R; o tener ambos la configuracién S; o un centro puede
tener la configuracion R y el otro centro puede tener la configuracion S y viceversa). El punto de unién al anclaje es
preferiblemente nitrégeno.

En ciertas realizaciones, el vehiculo puede basarse en el sistema anular de piperazina (F), p.ej., X es N(CO)R’ o
NR’, Y es NR8, y Z es CR''R'2, o el sistema anular de morfolina (G), p.ej., X es N(CO)R” o NR7, Y es O,y Z es
CR'"R'™. OFG' es preferiblemente
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R||<

| oFG? OFG*

N. o..

' | e, |

——CHOFG' —CH,OFG
Crg Cz

I';I'/ g/

LIGANDO LIGANDO

F G

unidos a un carbono primario, p.ej., un grupo alquileno exociclico, p.ej., un grupo metileno, conectado a uno de los
carbonos en el anillo de seis miembros (-CH2OFG" en F o G). OFG? esta unido preferiblemente de forma directa a
uno de los carbonos en los anillos de seis miembros (-OFG? en F o G). Tanto para F como para G, —CH20FG!
puede estar unido a C-2 y OFG? puede estar unido a C-3; o viceversa. En ciertas realizaciones, CH:OFG' y OFG?
pueden estar sustituidos de manera geminal a uno de los carbonos referenciados anteriormente. Los mondémeros
basados en piperazina y morfolina pueden por lo tanto contener uniones (p.ej. enlaces carbono-carbono) en los que
la rotacién del enlace esta restringida alrededor de esa union particular, p.ej. la restriccion que resulta de la
presencia de un anillo. Por consiguiente, CH:OFG' y OFG? pueden ser cis o frans el uno con respecto al otro en
cualquiera de los emparejamientos delineados anteriormente. Por consiguiente, todos los isdbmeros cis/trans estan
expresamente incluidos. Los mondmeros pueden contener también uno o mas centros asimétricos y por
consiguiente darse como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos, diastereémeros individuales y
mezclas diastereoméricas. Todas las formas isoméricas dichas de los monémeros estan incluidas expresamente
(p-ej., los centros que portan CH2OFG' y OFG? pueden tener ambos la configuracién R; o tener ambos la
configuracién S; o un centro puede tener la configuracion R y el otro centro puede tener la configuracién S y
viceversa). R puede ser, p.gj., alquilo C1-Cs, preferiblemente CHs. El punto de unién al anclaje es preferiblemente
nitrégeno tanto en F como en G.

En ciertas realizaciones, el vehiculo puede estar basado en el sistema anular decalina, p.ej., X es CHz, Y es CR°R?;
Z es CR'R'2, y R% y R'! juntos forman cicloalquilo Cs (H, z = 2), 0 el sistema anular indano, p.ej., X es CHz, Y es
CR°R'%; Z es CR'R'2, y R% y R'" juntos forman cicloalquilo Cs (H, z = 1). OFG' esta unido preferiblemente a un
carbono primario,

OFG?>

Cs.

C
T\C 6/

~
Cy
A | ——(CHy),0FG'
NG
Ca

H

p.ej., un grupo metileno exociclico, (n=1) o grupo etileno (n=2), conectado a uno de C-2, C-3, C-4 o C-5 [-
(CH2)nOFG!" en H]. OFG? esta unido preferiblemente de forma directa a uno de C-2, C-3, C-4 0 C-5 (-OFG? en H). —
(CH2)nOFG' y OFG? pueden estar dispuestos de manera geminal en el anillo, es decir, ambos grupos pueden estar
unidos al mismo carbono, p.ej., a C-2-, C-3, C-4 o C-5. De forma alternativa, -(CH2)nOFG' y OFG? pueden estar
dispuestos en una manera vecinal en el anillo, es decir, ambos grupos pueden estar unidos a atomos de carbono
anulares adyacentes, p.ej., -(CH2)nOFG' puede estar unido a C-2 y OFG? puede estar unido a C-3; -(CH2)nOFG'
puede estar unido a C-3 y OFG? puede estar unido a C-2; -(CH2)nOFG' puede estar unido a C-3 y OFG? puede estar
unido a C-4; o —(CH2)nOFG' puede estar unido a C-4 y OFG? puede estar unido a C-3; -(CH2)nOFG' puede estar
unido a C-4 y OFG? puede estar unido a C-5; o -(CH2)nOFG!' puede estar unido a C-5 y OFG?2 puede estar unido a C-
4. Los monémeros basados en decalina o indano pueden por lo tanto contener uniones (p.ej. enlaces carbono-
carbono) en los que la rotacién del enlace esté restringida alrededor de esa union particular, p.ej. la restriccion que
resulta de la presencia de un anillo. Por consiguiente, -(CH2)nOFG' y OFG? pueden ser cis o trans el uno con
respecto al otro en cualquiera de los emparejamientos delineados anteriormente. Por consiguiente, todos los
isbmeros cis/frans estan expresamente incluidos. Los monémeros pueden contener también uno o mas centros
asimétricos y por consiguiente darse como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos, diastereémeros
individuales y mezclas diastereoméricas. Todas las formas isoméricas dichas de los mondémeros estan incluidas
expresamente (p.ej., los centros que portan CH2OFG' y OFG? pueden tener ambos la configuracién R; o tener
ambos la configuracién S; o un centro puede tener la configuracion Ry el otro centro puede tener la configuracién S
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y viceversa). En una realizacion preferida, los sustituyentes a C-1 y C-6 son trans el uno con respecto al otro. El
punto de unién al anclaje es preferiblemente C-6 o C-7.

Otros vehiculos pueden incluir aquellos basados en 3-hidroxiprolina (J). Por consiguiente, -(CH2)nOFG' y OFG?
pueden ser cis o trans el uno con respecto al otro. Por consiguiente, todos los is6meros cis/trans estan
expresamente incluidos. Los monémeros pueden contener también uno o mas centros asimétricos

‘GFO (CH2),OF G
N
3
LIGANDO
J

y por consiguiente se dan como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos, diasteredmeros
individuales y mezclas diastereoméricas. Todas las formas isoméricas dichas de los monédmeros estan incluidas
expresamente (p.ej., los centros que portan CH20FG' y OFG?2 pueden tener ambos la configuracién R; o tener
ambos la configuracién S; o un centro puede tener la configuracion Ry el otro centro puede tener la configuracién S
y viceversa). El punto de unién al anclaje es preferiblemente nitrégeno.

Los vehiculos ciclicos representativos se muestran en la FIG. 3.

En ciertas realizaciones, un resto, p.ej., un ligando puede estar conectado indirectamente al vehiculo por medio de la
intermediacion de un anclaje intermedio. Los anclajes estan conectados al vehiculo en el punto de unién de anclaje
(PUA) y puede incluir cualquier resto que contenga carbono C1-C1oo (p.€j., C1-C7s, C1-Cso, C1-C20, C1-C10, C1-Ce),
preferiblemente que tenga al menos un atomo de nitr6geno. En realizaciones preferidas, el atomo de nitrégeno
forma parte de un grupo amino terminal en el anclaje, que puede servir como un punto de conexién para el ligando.
Los anclajes preferidos (subrayados) incluyen PUA-(CH2)nNH-; PUA-C(O)(CH2)nNH-; PUA-NR™(CH2)nNH-, PUA-
C(O)-(CH2)n-C(O)-; PUA-C(O)-(CH2)n-C(O)O-; PUA-C(0)-O-; PUA-C(O)-(CHz2)n-NH-C(O)-; PUA-C(O)-(CHz)n-; PUA-
C(0)-NH-; PUA-C(Q)-; PUA-(CH2)n-C(O)-; PUA-(CH2)n-C(O)O-; PUA-(CH2)n-; 0 PUA-(CH2)n-NH-C(O)-; en que n es
1-6 y R”” es alquilo C1-Ce. En otras realizaciones, el nitrégeno puede formar parte de un grupo oxiamino terminal,
p.ej., -ONHz, o grupo hidrazino, -NHNH2. El anclaje puede estar opcionalmente sustituido, p.ej., con hidroxi, alcoxi,
perhaloalquilo y/u opcionalmente insertado con uno 0 mas heteroatomos adicionales, p.ej., N, O o S. Los ligandos
anclados preferidos pueden incluir, p.ej., PUA-(CH2)aNH(LIGANDO); PUA-C(O)(CH2)nNH(LIGANDO); PUA-
NR""(CH2)nNH(LIGANDO); PUA-(CH2)nONH(LIGANDO); PUA-C(O)(CH2)nONH(LIGANDO); PUA-
NR"'(CH2)nONH(LIGANDO); PUA-(CH2)nNHNH2(LIGANDO), PUA-C(O)(CHz2)aNHNH2(LIGANDO); PUA-
NR""(CH2)n,NHNH2(LIGANDO); PUA-C(O)-(CHz)a-C(O)(LIGANDO); PUA-C(O)-(CHz2)a-C(O)O(LIGANDO); PUA-C(O)-
O(LIGANDOQ); PUA-C(O)(CH2)n-NH-C(O)(LIGANDO); PUA-C(O)-(CH2)n(LIGANDO); PUA-C(O)-NH(LIGANDQ); PUA-
C(O)LIGANDO); PUA-(CH2)n-C(O)(LIGANDO); PUA-(CH2)n-C(O)O(LIGANDO); PUA-(CH2)n-(LIGANDO); o PUA-
(CH2)n-NH-C(O)(LIGANDO);

En otras realizaciones el anclaje puede incluir un resto electréfilo, preferiblemente en la posicién terminal del anclaje.
Los restos electréfilos preferidos incluyen, p.ej., un aldehido, haluro de alquilo, mesilato, tosilato, nosilato o brosilato,
o un éster de acido carboxilico activado, p.ej., un éster NHS o un éster de pentafluorofenilo. Los anclajes preferidos
(subrayados) incluyen PUA-(CH2)nCHO; PUA-C(O)(CH2)aCHO; o PUA-NR"'(CH2)nCHO, en que n es 1-6 y R™ es
alquilo C1-Cs; 0 PUA-(CH2)nC(O)ONHS; PUA-C(O)(CH2)nC(O)ONHS; o PUA-NR""(CH2)nC(O)ONHS, en que n es 1-6
y R™ es alquilo C1-Cs; PUA-(CH2)nC(O)OCeFs; PUA-C(O)(CH2)nC(O)OCeFs; 0 PUA-NR"'(CH2)nC(O)OCeFs, en que n
es 1-6 y R™ es alquilo C1-Cs; 0 -(CH2)nCH2GS; PUA-C(O)(CH2)nCH2GS; 0 PUA-NR""(CH2)nCH2GS, en que nes 1-6 y
R”” es alquilo C1-Ce (GS puede ser un grupo saliente, p.ej., haluro, mesilato, tosilato, nosilato, brosilato). El anclaje
puede realizarse acoplando un grupo nucleéfilo de un ligando, p.ej., un grupo tiol 0 amino con un grupo electréfilo en
el anclaje.

En otras realizaciones, puede ser deseable para el monémero de SMSR o una SMSR incluir un grupo ftalimido (K)
en la posicién terminal del anclaje.
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v

Entidades ancladas

Una amplia variedad de entidades pueden anclarse a un agente de ARNi, p.gj., al vehiculo de una SMSR. Se
describen ejemplos a continuacién en el contexto de una SMSR aunque esto solo se prefiere, las entidades pueden
acoplarse a otros puntos de un agente de ARNi.

Los restos preferidos son ligandos, que se acoplan, preferiblemente de forma covalente, o bien directamente o
indirectamente por medio de un anclaje intermedio, al vehiculo de SMSR. En realizaciones preferidas, el ligando se
une al vehiculo por medio de un anclaje intermedio. Como se trata anteriormente, el ligando o ligando anclado puede
estar presente en el monémero de SMSR cuando el monémero de SMSR se incorpora a la cadena en crecimiento.
En algunas realizaciones, el ligando puede incorporarse a una SMSR “precursora” después de que un monémero de
la SMSR “precursora” se ha incorporado a la cadena en crecimiento. Por ejemplo, un monémero de SMSR que
tiene, p.gj., un anclaje terminado en amino (es decir, que no tiene asociado un ligando), p.ej., PUA-(CH2)nNH2 puede
incorporarse en una cadena homosentido o antisentido en crecimiento. En una operacién posterior, es decir,
después de la incorporacion del mondmero precursor en la cadena, un ligando que tiene un grupo electréfilo, p.ej.,
un grupo éster de pentafluorofenilo o aldehido, puede unirse posteriormente a la SMSR precursora por acoplamiento
del grupo electréfilo del ligando con el grupo nucledfilo terminal del anclaje de SMSR precursora.

En realizaciones preferidas, un ligando altera la distribucion, direccionamiento o tiempo de vida de un agente de
ARNi al que se incorpora. En realizaciones preferidas un ligando proporciona una afinidad mejorada por una diana
seleccionada, p.ej., molécula, célula o tipo de célula, compartimiento, p.ej., un compartimiento celular u organico,
tejido, 6rgano o region del cuerpo, como, p.ej., en comparacion con una especie ausente como un ligando. Los
ligandos preferidos no tomaran parte en el emparejamiento doble en un acido nucleico de fragmento doble.

Los ligandos preferidos pueden mejorar las propiedades de transporte, hibridacion y especificidad y pueden mejorar
también la resistencia a la nucleasa del oligorribonucleétido natural o modificado resultante, o una molécula
polimérica que comprende cualquier combinacion de mondémeros descrita en la presente memoria y/o
ribonucleétidos naturales o modificados.

Los ligandos en general pueden incluir modificadores terapéuticos, p.ej., para mejorar la absorcién; compuestos
diagnésticos o grupos indicadores p.ej., para monitorizar la distribucién; agentes de reticulado; y restos que
confieren resistencia a la nucleasa. Los ejemplos generales incluyen lipidos, esteroides, vitaminas, azlcares,
proteinas, péptidos, poliaminas y miméticos peptidicos.

Los ligandos pueden incluir una sustancia que se da de forma natural, tal como una proteina (p.€j., albiUmina sérica
humana (HSA), lipoproteina de baja densidad (LDL) o globulina); carbohidrato (p.ej., un dextrano, pululano, quitina,
quitosano, inulina, ciclodextrina o &cido hialurénico); o un lipido. El ligando puede ser también una molécula
recombinante o sintética, tal como un polimero sintético, p.ej., un poliaminoacido sintético. Ejemplos de
poliaminoacidos incluyen poliaminoacido que es una polilisina (PLL), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-glutamico),
copolimero de estireno-anhidrido de acido maleico, copolimero de poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero de
diviniléter-anhidrido maleico, copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), alcohol
de polivinilo (PVA), poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida o polifosfazina. Ejemplos
de poliaminas incluyen: polietilenimina, polilisina (PLL), espermina, espermidina, poliamina, pseudopéptido-
poliamina, poliamina peptidomimética, dendrimero de poliamina, arginina, amidina, protamina, lipido catiénico,
porfirina cationica, sal cuaternaria de una poliamina o un péptido alfa-helicoidal.

Los ligandos pueden incluir también grupos de direccionamiento, p.ej., un agente de direccionamiento a una célula o
tejido, p.ej., una lectina, glucoproteina, lipido o proteina, p.ej., un anticuerpo, que se une a un tipo de célula
especifica tal como una célula renal. Un grupo de direccionamiento puede ser una tirotropina, melanotropina, lectina,
glucoproteina, proteina surfactante A, carbohidrato de mucina, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-
galactosamina, manosa multivalente con N-acetil-glucosamina, fucosa multivalente, poliaminoacidos glucosilados,
galactosa multivalente, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, un lipido, colesterol, un esteroide,
acido biliar, folato, vitamina B12, biotina, o un péptido RGD o mimético de péptido RGD.
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Otros ejemplos de ligandos incluyen tintes, agentes de intercalado (p.ej., acridinas), reticuladores (p.ej., psoraleno,
mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, Safirina), hidrocarburos aromaticos policiclicos (p.ej., fenazina,
dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (p.ej., EDTA), moléculas lipéfilas, p.ej., colesterol, acido colico, acido
adamantano-acético, acido 1-pirenobutirico, dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo genariloxihexilo,
hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-
(oleail)litocolico, acido O3-(oleoil)colénico, dimetoxitritilo, o fenoxazina) y conjugados peptidicos (p.ej., péptido
antennapedia, péptido Tat), agentes alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG (p.ej., PEG-40K), MPEG, [MPEG]z,
poliamino, alquilo, alquilo sustituido, marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (p.ej., biotina), facilitadores del
transporte/absorcién (p.ej., aspirina, vitamina E, acido félico), ribonucleasas sintéticas (p.ej., imidazol, bisimidazol,
histamina, agrupaciones de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complejos Eu3+ de tetraazamacrociclos),
dinitrofenilo, HRP o AP.

Los ligandos pueden ser proteinas, p.ej., glucoproteinas, o péptidos, p.ej., moléculas que tienen una afinidad
especifica por un co-ligando, o anticuerpos p.ej., un anticuerpo, que se une a un tipo de célula especifica tal como
una célula cancerigena, célula endotelial, o célula ésea. Los ligandos pueden incluir también hormonas y receptores
de hormonas. Pueden incluir también especies no peptidicas, tales como lipidos, lectinas, carbohidratos, vitaminas,
cofactores, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina, manosa multivalente con N-acetil-
glucosamina, o fucosa multivalente. El ligando puede ser, por ejemplo, un lipopolisacéarido, un activador de p38 MAP
quinasa, o un activador de NF-kB.

El ligando puede ser una sustancia, p.ej., un farmaco, que puede aumentar la absorcion del agente de ARNi en la
célula, por ejemplo, alterando el citoesqueleto de la célula, p.ej., alterando los microtibulos, microfilamentos y/o
filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede ser, por ejemplo, taxona, vincristina, vinblastina, citocalasina,
nocodazol, japlakinolida, latrunculina A, faloidina, swinholida A, indanocina o mioservina.

El ligando puede aumentar la absorcion del agente de ARNi en la célula activando una respuesta inflamatoria, por
ejemplo. Los ligandos ejemplares que tendrian dicho efecto incluyen factor alfa de necrosis tumoral (TNFalfa),
interleuquina-1 beta, 0 gamma-interferon.

En un aspecto, el ligando es un lipido o molécula basada en lipido. Dicho lipido o molécula basada en lipido se une
preferiblemente a una proteina sérica, p.ej., albiumina sérica humana (HSA). Un ligando que se une a HSA permite la
distribucion del conjugado a un tejido diana, p.ej., un tejido diana que no es el rifidn del cuerpo. Por ejemplo, el tejido
diana puede ser el higado, incluyendo las células parenquimales del higado. Otras moléculas que pueden unirse a
HSA pueden usarse también como ligandos. Por ejemplo, puede usarse neproxina o aspirina. Un ligando lipidico o
con base de lipido puede (a) aumentar la resistencia a la degradacion del conjugado, (b) aumentar el
direccionamiento o transporte a una célula o membrana celular diana, y/o (c) puede usarse para ajustar la uniéon a
una proteina sérica, p.ej., HSA.

Un ligando con base lipidica puede usarse para modular, p.ej., controlar la unién del conjugado a un tejido diana. Por
ejemplo, un ligando lipidico o con base de lipido que se une a HSA mas fuertemente sera menos probable que se
dirija al rifidn y por lo tanto menos probable que se depure del cuerpo. Un ligando lipidico o con base de lipido que
se une a HSA menos fuertemente puede usarse para dirigir el conjugado al rifién.

En una realizacién preferida, el ligando con base de lipido se une a HSA. Preferiblemente, se une a HSA con una
afinidad suficiente de manera que el conjugado se distribuira preferiblemente a un tejido que no es el rifiédn. Sin
embargo, se prefiere que la afinidad no sea tan fuerte como para que la unién HSA-ligando no pueda revertirse.

En otra realizacion preferida, el ligando con base de lipido se une a HSA débilmente o no se une, de manera que el
conjugado se distribuira preferiblemente al rifdn. Otros restos que tienen como objetivo las células renales pueden
usarse también en lugar de o ademas del ligando con base de lipido.

En otro aspecto, el ligando es un resto, p.ej., una vitamina, que se absorbe por una célula diana, p.ej., una célula
proliferativa. Estos son particularmente Utiles para tratar trastornos caracterizados por la proliferacion celular
indeseada, p.ej., del tipo maligno y no maligno, p.ej., células cancerigenas. Vitaminas ejemplares incluyen vitamina
A, E y K. Otras vitaminas ejemplares incluidas son vitamina B, p.ej., &cido félico, B12, riboflavina, biotina, piridoxal u
otras vitaminas o nutrientes absorbidos por las células cancerigenas. También se incluyen HSA y lipoproteina de
baja densidad (LDL).

En otro aspecto, el ligando es un agente de permeacion celular, preferiblemente un agente de permeacion celular
helicoidal. Preferiblemente, el agente es anfipatico. Un agente ejemplar es un péptido tal como tat o antennopedia.
Si el agente es un péptido, puede modificarse, incluyendo un peptidil-mimético, invertdmeros, uniones no peptidicas
o pseudo-peptidicas, y el uso de D-aminoacidos. El agente helicoidal es preferiblemente un agente alfa-helicoidal,
que tiene preferiblemente una fase lipéfila y una lipofoba.

El ligando puede ser un péptido o peptidomimético. Un peptidomimético (también denominado en la presente
memoria como un oligopeptidomimético) es una molécula capaz de plegarse en una estructura tridimensional
definida similar a un péptido natural. La union del péptido y los peptidomiméticos a los agentes de ARNi pueden
afectar a la distribucién farmacocinética del ARNi, tal como mejorando el reconocimiento y absorcion celular. El resto
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peptidico o peptidomimético puede ser de aproximadamente 5-50 aminoacidos de largo, p.ej., aproximadamente 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 0 50 aminoacidos de largo (véase la Tabla 1, por ejemplo).

Tabla 1. Péptidos de permeacion celular ejemplares

Péptido de
permeacion
celular

Secuencia de aminoacido

Referencia

Penetratina

RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:1)

Derossi et al., J.
Biol. Chem.
269:10444, 1994

Fragmento Tat
(48-60)

GRKKRRQRRRPPQC (SEQ ID NO:2)

Vives et al., J. Biol.
Chem., 272:16010,
1997

Péptido con base
de secuencia
sefal

GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKYV (SEQ ID
NO:3)

Chaloin et al.,
Biochem. Biophys.
Res. Commun.,
243:601, 1998

PVEC LLILRRRIRKQAHAHSK (SEQ ID NO:4) Elmquist et al.,
Exp. Cell Res.,
269:237, 2001
Transportano GWTLNSAGYLLKINLKALAALAKKIL (SEQ ID Pooga et al.,
NO:5) FASEB J., 12:67,
1998
Péptido de KLALKLALKALKAALKLA (SEQ ID NO:6) Oehlke et al., Mol.

modelo anfifilico

Ther., 2:339, 2000

Argo

RRRRRRRRR (SEQ ID NO:7)

Mitchell et al., J.
Pept. Res., 56:318,
2000

Que permea la
pared celular
bacteriana

KFFKFFKFFK (SEQ ID NO:8)

LL-37

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRN
LVPRTES (SEQ ID NO:9)

Cecropina P1

SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGP
R (SEQID NO:10)

a-defensina

ACYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFC
C (SEQIDNO:11)

b-defensina

DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYR
GKAKCCK (SEQ ID NO:12)

Bactenecina

RKCRIVVIRVCR (SEQ ID NO:13)

PR-39

RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGEPP
RFPPRFPGKR-NH2 (SEQ ID NO:14)
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Indolicidina ILPWKWPWWPWRR-NH2 (SEQ ID NO:15)

Un péptido o peptidomimético puede ser, por ejemplo, un péptido de permeacién celular, péptido catiénico, péptido
anfipatico o péptido hidrofobo (p.ej., que consiste principalmente en Tyr, Trp o Phe). El resto peptidico puede ser un
péptido dendrimero, péptido restringido o péptido reticulado. En otra alternativa, el resto peptidico puede incluir una
secuencia de traslocacion de la membrana hidréfoba (MTS). Un péptido que contienen MTS hidréfobo ejemplar es
RFGF que tiene la secuencia de aminodcidos AAVALLPAVLLALLAP (SEQ ID NO:16). Un analogo de RFGF (p.ej.,
secuencia de aminoacidos AALLPVLLAAP (SEQ ID NO:17)) que contiene un MTS hidréfobo puede también ser un
resto de direccionamiento. El resto peptidico puede ser un péptido de “distribucién”, que puede llevar grandes
moléculas polares que incluyen péptidos, oligonucleotidos, y proteina, a través de las membranas celulares. Por
ejemplo, secuencias de la proteina Tat de VIH (GRKKRRQRRRPPQ (SEQ ID NO:18)) y la proteina Antennapedia de
Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:19)) se ha encontrado que son capaces de funcionar como
péptidos de distribucién. Un péptido o peptidomimético puede codificarse por una secuencia aleatoria de ADN, tal
como un péptido identificado a partir de una biblioteca de representacion de fagos, o una biblioteca combinatoria una
perla un compuesto (UPUC) (Lam et al., Nature, 354:82-84, 1991). Preferiblemente el péptido o peptidomimético
anclado a un agente de ARNi por medio de una unidad monomeérica incorporada es un péptido de direccionamiento
a una célula tal como un péptido de arginina-glicina-acido aspartico (RGD) o mimético RGD. Un resto peptidico
puede oscilar en longitud de aproximadamente 5 aminoacidos a aproximadamente 40 aminoacidos. Los restos
peptidicos pueden tener una modificacién estructural, para asi aumentar la estabilidad o dirigir las propiedades
conformacionales. Cualquiera de las modificaciones estructurales descritas a continuacion puede utilizarse.

Un resto peptidico RGD puede usarse para dirigirse a una célula tumoral, tal como una célula tumoral endotelial o
una célula tumoral de cancer de mama (Zitzmann et al., Cancer Res., 62:5139-43, 2002). Un péptido RGD puede
facilitar el direccionamiento de un agente de ARNi hacia los tumores de una variedad de otros tejidos, que incluyen
el pulmén, rifién, bazo o higado (Aoki et al., Cancer Gene Therapy 8:783-787, 2001). Preferiblemente, el péptido
RGD facilitara el direccionamiento de un agente de ARNi al rifidn. El péptido RGD puede ser lineal o ciclico, y puede
modificarse, p.ej., glucosilarse y metilarse para facilitar el direccionamiento a tejidos especificos. Por ejemplo, un
péptido RGD glucosilado puede distribuir un agente de ARNi a una célula tumoral que expresa avBs (Haubner et al.,
Jour. Nucl. Med., 42:326-336, 2001).

Pueden usarse péptidos que se dirigen a marcadores enriquecidos en células proliferativas. P.ej., los péptidos y
peptidomiméticos que contienen RGD pueden dirigirse a células cancerigenas, en particular células que muestran
una integrina avfs. Por consiguiente, se podrian usar péptidos RGD, péptidos ciclicos que contienen RGD, péptidos
RGD que incluyen D-amino&cidos, ademas de miméticos de RGD sintéticos. Ademas de RGD, se pueden usar otros
restos que se dirigen al ligando de integrina avBs. Generalmente, dichos ligandos pueden usarse para controlar las
células proliferativas y la angiogénesis. Los conjugados preferidos de este tipo incluyen un agente de ARNi que tiene
como objetivo PECAM-1, VEGF u otro gen cancerigeno, p.€j., un gen cancerigeno descrito en la presente memoria.

Un “péptido de permeacion celular” es capaz de permear una célula, p.ej., una célula microbiana, tal como una
célula bacteriana o fangica, o una célula de mamifero, tal como una célula humana. Un péptido que permea una
célula microbiana puede ser, por ejemplo, un péptido lineal a-helicoidal (p.ej., LL-37 o Ceropina P1), un péptido que
contiene un enlace disulfuro (p.ej., a-defensina, B-defensina o bactenecina), o un péptido que contiene solo uno o
dos amino&cidos dominantes (p.ej., PR-39 o indolicidina). Un péptido de permeacién celular puede incluir también
una sefal de localizacién nuclear (NLS). Por ejemplo, un péptido de permeacion celular puede ser un péptido
anfipatico bipartito, tal como MPG, que se deriva del dominio peptidico de fusion de VIH-1 gp41 y la NLS del
antigeno T grande de SV40 (Simeoni et al., Nucl. Acids Res. 31:2717-2724, 2003).

En una realizacién, un péptido de direccionamiento anclado a una SMSR puede ser un péptido a-helicoidal
anfipatico. Los péptidos a-helicoidales anfipaticos ejemplares incluyen, aunque no estan limitados a, cecropinas,
licotoxinas, paradaxinas, buforina, CPF, péptido parecido a bombinina (BLP), catelicidinas, ceratotoxinas, péptidos
S. clava, péptidos antimicrobianos intestinales de los mixines (HFIAPs), magaininas, brevininas-2, dermaseptinas,
melitinas, pleurocidina, péptidos H2A, péptidos Xenopus, esculentinis-1 y caerinas. Se considerara preferiblemente
un numero de factores para mantener la integridad de la estabilidad de la hélice. Por ejemplo, se utilizar4 un nimero
maximo de residuos de estabilizacion de la hélice (p.gj., leu, ala o lys) y se utilizara un nimero minimo de residuos
de desestabilizacion de la hélice (p.egj., prolina o unidades monoméricas ciclicas. El residuo terminal se considerara
(por ejemplo Gly es un residuo N-terminal ejemplar y/o puede usarse la amidacién C-terminal para proporcionar un
enlace de H extra para estabilizar la hélice. La formacion de puentes salinos entre residuos con cargas opuestas,
separados por i £ 3 0 i = 4 posiciones pueden proporcionar estabilidad. Por ejemplo, los residuos catidnicos tales
como lisina, arginina, homo-arginina, ornitina o histidina pueden formar puentes salinos con los residuos aniénicos
glutamato o aspartato.

Los ligandos peptidicos y peptidomiméticos incluyen los que tienen péptidos que se dan de forma natural o
modificados, p.ej., péptidos D o L; péptidos a, B o y; N-metilpéptidos; azapéptidos; péptidos que tienen una o mas
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amidas, es decir, péptido, uniones sustituidas con una o mas uniones de urea, tiourea, carbamato, o uniones
sulfonilurea; o péptidos ciclicos.

Métodos para hacer agentes de ARNi

Los agentes de ARNi pueden incluir bases modificadas o que no se dan de forma natural, p.ej., bases descritas en la
Solicitud Provisional de los Estados Unidos en copropiedad y en tramitacién con la presente, nim. de serie
60/463.772, presentada el 17 de abril de 2003, y/o en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos en copropiedad
y en tramitacion con la presente nium. de serie 60/465.802, presentada el 25 de abril de 2003. Los monémeros y los
agentes de ARNi descritos en la presente memoria, que opcionalmente puede incluir dichas bases, pueden hacerse
también por los métodos encontrados en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos nim. de serie 60/463.772
presentada el 17 de abril de 2003, y/o en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos nium. de serie 60/465.802,
presentada el 25 de abril de 2003.

Ademas, se describen en la presente memoria agentes de ARNi que tienen una base modificada o que no se da de
forma natural y otro elemento descrito en la presente memoria. P.ej., se describe en la presente memoria un agente
de ARNi, p.gj., un agente de ARNi palindromico, un agente de ARNi que tiene un emparejamiento no canénico, un
agente de ARNi que tiene como objetivo un gen descrito en la presente memoria, p.gj., un gen activo en el rifén, un
agente de ARNi que tiene una arquitectura o estructura descrita en la presente memoria, un ARNi asociado con un
agente de distribucion anfipatico descrito en la presente memoria, un ARNi asociado con un médulo de distribucion
de farmaco descrito en la presente memoria, un agente de ARNi administrado como se describe en la presente
memoria, o un agente de ARNi formulado como se describe en la presente memoria, que incorpora ademas una
base modificada o0 que no se da de forma natural.

La sintesis y purificacién de conjugados peptidicos de oligonucleétidos puede realizarse por métodos establecidos.
Véase, por ejemplo, Trufert et al, Tetrahedron, 52:3005, 1996; y Manoharan “Oligonucleotide Conjugates in
Antisense Technology”, en Antisense Drug Technology, ed. S.T. Crooke, Marcel Dekker, Inc., 2001. Los métodos
ejemplares se muestran en las FIGs. 4 y 5.

En una realizacion descrita en la presente memoria, un peptidomimético puede modificarse para crear un péptido
restringido que adopta una conformacion preferida distinta y especifica, que puede aumentar la potencia y
selectividad del péptido. Por ejemplo, el péptido restringido puede ser un azapéptido (Gante, Synthesis, 405-413,
1989). Un azapéptido se sintetiza sustituyendo el carbono a de un aminoacido con un atomo de nitrégeno sin
cambiar la estructura de la cadena lateral del aminoacido. Por ejemplo, el azapéptido puede sintetizarse usando
hidrazina en métodos de acoplamiento de sintesis de péptidos tradicionales, tales como haciendo reaccionar
hidrazina con un “donante carbonilo”, p.ej., fenilcloroformiato. Una sintesis de azapéptido general se muestra en la
FIG. 6.

En una realizacion descrita en la presente memoria, un péptido o peptidomimético (p.ej., un péptido o
peptidomimético anclado a una SMSR) puede ser un N-metilpéptido. Los N-metilpéptidos estan compuestos de N-
metilaminodcidos, que proporcionan un grupo metilo adicional en la estructura peptidica, proporcionando asi
potencialmente medios adicionales de resistencia a la escision proteolitica. Los N-metilpéptidos pueden sintetizarse
por métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Lindgren et al., Trends Pharmacol. Sci. 21:99, 2000; Cell
Penetrating Peptides: Processes and Applications, Langel, ed., CRC Press, Boca Ratén, FL, 2002; Fische et al.,
Bioconjugate. Chem. 12:825, 2001; Wander et al., J. Am. Chem. Soc. 124:13382, 2002). Por ejemplo, un péptido Ant
o Tat puede ser un N-metilpéptido. Una sintesis ejemplar se muestra en la FIG. 7.

En una realizacion descrita en la presente memoria, un péptido o peptidomimético (p.ej., un péptido o
peptidomimético anclado a una SMSR) puede ser un B-péptido. Los B-péptidos forman estructuras secundarias
estables tales como hélices, laminas plegadas, giros y horquillas en disoluciones. Sus derivados ciclicos pueden
plegarse en nanotubos en el estado solido. Los B-péptidos son resistentes a la degradacion por enzimas
proteoliticas. Los B-péptidos pueden sintetizarse por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, un péptido Ant o
Tat puede ser un B-péptido. Una sintesis ejemplar se muestra en la FIG. 8.

En una realizacion descrita en la presente memoria, un péptido o peptidomimético (p.ej., un péptido o
peptidomimético anclado a una SMSR) puede ser un oligocarbamato. Los péptidos de oligocarbamato se
internalizan en una célula mediante una ruta de transporte facilitada por vehiculos de carbamato. Por ejemplo, un
péptido Ant o Tat puede ser un oligocarbamato. Una sintesis ejemplar se muestra en la FIG. 9.

En una realizacion descrita en la presente memoria, un péptido o peptidomimético (p.ej., un péptido o
peptidomimético anclado a una SMSR) puede ser un conjugado de oligourea (o un conjugado de oligotiourea), en
que el enlace amida de un peptidomimético se sustituye con un resto urea. La sustitucion del enlace amida
proporciona resistencia aumentada a la degradacién por enzimas proteoliticas, p.ej., enzimas proteoliticas en el
tracto gastrointestinal. En una realizacion, un conjugado de oligourea se ancla a un agente de ARNi para usar en la
distribucion oral. La estructura en cada unidad de repeticiéon de un peptidomimético de oligourea puede extenderse
por un atomo de carbono en comparacion con el aminodcido natural. La extension del &tomo de carbono sencillo
puede aumentar la estabilidad peptidica y lipofilicidad por ejemplo. Un péptido de oligourea puede por lo tanto, ser
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ventajoso cuando un agente de ARNi tiene como objetivo pasar a través de una pared celular bacteriana, o cuando
un agente de ARNi debe atravesar la barrera hematoencefalica, tal como para el tratamiento de un trastorno
neurolégico. En una realizacion, una unidad de enlace de hidrégeno se conjuga al péptido de oligourea, de manera
que se crea una afinidad aumentada con un receptor. Por ejemplo, un péptido Ant o Tat puede ser un conjugado de
oligourea (o un conjugado de oligotiourea). Una sintesis ejemplar se muestra en la FIG. 10.

Los conjugados peptidicos de ARNip descritos en la presente memoria pueden afiliarse con, p.ej., anclarse a, SMSR
que se da en varias posiciones en un agente de ARNi. Por ejemplo, un péptido puede conjugarse de forma terminal,
en la cadena o bien homosentido o en la antisentido, o un péptido puede bisconjugarse (un péptido anclado a cada
extremo, uno conjugado a la cadena homosentido, y uno conjugado a la cadena antisentido). En otra opcion, el
péptido puede conjugarse internamente, tal como en el bucle de un agente de ARNi en horquilla corto. En aun otra
opcion, el péptido puede afiliarse con un complejo, tal como un complejo péptido-vehiculo.

Un complejo péptido-vehiculo consiste en al menos una molécula portadora, que puede encapsular uno 0 mas
agentes de ARNi (tal como para la distribucién a un sistema bioldgico y/o una célula), y un resto peptidico anclado al
exterior de la molécula portadora, tal como para dirigir el complejo portador a un tejido particular o tipo de célula. Un
complejo portador puede portar moléculas de direccionamiento adicionales en el exterior del complejo, o agentes
fusogénicos para ayudar en la distribucién celular. EI uno o mas agentes de ARNi encapsulados en el vehiculo
pueden conjugarse con moléculas lipdfilas, que pueden ayudar en la distribucién de los agentes al interior del
vehiculo.

Una molécula o estructura portadora puede ser, por ejemplo, una micela, un liposoma (p.ej., un liposoma catiénico),
una nanoparticula, una microesfera, o un polimero biodegradable. Un resto peptidico puede anclarse a la molécula
portadora mediante una variedad de uniones, tal como una unién disulfuro, una unién labil acida, una unién con base
peptidica, una unién oxiamino o un unién hidrazina. Por ejemplo, una unién con base peptidica puede ser un péptido
GFLG. Ciertas uniones tendran ventajas particulares, y las ventajas (o desventajas) pueden considerarse
dependientes de la diana tisular o uso deseado. Por ejemplo, las uniones basadas en péptidos son estables en la
corriente sanguinea aunque son susceptibles de escision enzimatica en los lisosomas. Un esquema de vehiculos
preferidos se muestra en la FIG. 11.

Los compuestos monoméricos protegidos pueden separarse de una mezcla de reaccion y purificarse adicionalmente
por un método tal como cromatografia de columna, cromatografia liquida a alta presién, o recristalizacion. Como
puede apreciarse por el experto, métodos adicionales de sintetizado de los compuestos de las férmulas en la
presente memoria seran evidentes para los expertos en la técnica. Adicionalmente, las diversas etapas sintéticas
pueden realizarse en una secuencia u orden alterno para dar los compuestos deseados. Otras transformaciones
quimicas sintéticas, grupos protectores (p.ej., para hidroxilo, amino, etc. presentes en las bases) y metodologias de
grupos protectores (proteccion y desproteccion) utiles en el sintetizado de los compuestos descritos en la presente
memoria se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, aquellos como se describen en R. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); T.W. Greene y P.G.M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, 22 Ed., John Wiley and Sons (1991); L. Fieser y M. Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for
Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis,
John Wiley and Sons (1995), y ediciones posteriores de los mismos.

Los compuestos monoméricos protegidos descritos en la presente memoria pueden contener uno o mas centros
asimétricos y por consiguiente se dan como racematos y mezclas racémicas, enantiomeros sencillos,
diasteredmeros individuales y mezclas diastereoméricas. Todas las formas isoméricas dichas de estos compuestos
se incluyen expresamente en la presente memoria. Los compuestos descritos en la presente memoria pueden
también contener uniones (p.ej., enlaces carbono-carbono, enlaces carbono-nitrégeno, p.ej., amidas) o sustituyentes
que pueden restringir la rotacion del enlace, p.ej., restricciéon que resulta de la presencia de un anillo o doble enlace.
Por consiguiente, todos los is6meros cis/trans, E/Z e is6meros rotacionales (rotdmeros) estan incluidos
expresamente en la presente memoria. Los compuestos descritos en la presente memoria pueden ademas
representarse en multiples formas tautoméricas, en dichos ejemplos, la presente descripcion incluye expresamente
todas las formas tautoméricas de los compuestos descritos en la presente memoria (p.ej., la alquilacion de un
sistema anular puede dar por resultado la alquilacion en multiples sitios, la presente descripcion incluye
expresamente todos esos productos de reaccion). Todas las formas isoméricas de dichos compuestos se incluyen
expresamente en la presente memoria. Todas las formas cristalinas de los compuestos descritos en la presente
memoria estan incluidas expresamente en la presente memoria.

Los monomeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar oligorribonucleétidos
naturales o modificados, o moléculas poliméricas que comprenden cualquier combinacién de compuestos
monoméricos descritos en la presente memoria y/o ribonucleétidos naturales o modificados en que una o mas
subunidades contienen una base inusual o universal.

Como se trata anteriormente, los monémeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse en la
preparacion de moléculas de ARN modificadas. Las moléculas de ARN modificadas incluyen p.ej., las moléculas que
contienen un nucledsido quimicamente o estereoquimicamente modificado o un sustituto de nucleésido.
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El acoplamiento de grupos 5-hidroxilo con fosforamiditas forma intermedios de éster de fosfito, que a su vez se
oxidan, p.ej., con yodo, al diéster fosfato. De forma alternativa, los fosfitos pueden tratarse con p.ej., reactivos de
azufre, selenio, amino y boro para formar estructuras fosfato modificadas. Las uniones entre los monémeros
descritos en la presente memoria y una cadena de nucledsido u oligonucledtido pueden tratarse también con
reactivos de yodo, azufre, selenio, amino y boro para formar estructuras fosfato no modificadas o modificadas
respectivamente. De forma similar, los monédmeros descritos en la presente memoria pueden acoplarse con
nucleédsidos u oligonucle6tidos que contienen cualquiera de las modificaciones o sustitutos de nucledsido descritos
en la presente memoria.

Mondémeros de SMSR representativos y sintesis tipicas para preparar mondémeros de SMSR y compuestos
relacionados descritos en la presente memoria se proporcionan a continuacién. Como se trata en otra parte, los
grupos protectores para grupos hidroxilo de monémero de SMSR, p.ej., OFG', incluyen aunque no estan limitados al
grupo dimetoxitritilo (DMT). Por ejemplo, puede ser deseable en algunas realizaciones usar grupos protectores con
base de silicio como un grupo protector para OFG', p.ej., usando los métodos descritos en la Solicitud Provisional de
los Estados Unidos num. de serie 60/463.772), presentada el 17 de abril de 2003, y/o en la Solicitud Provisional de
los Estados Unidos nim. de serie 60/465.802, presentada el 25 de abril de 2003. Los grupos protectores con base
de silicio pueden por lo tanto usarse en conjunto con o en lugar del grupo DMT como sea necesario o se desee. Por
consiguiente, los monémeros de SMSR vy las sintesis esbozadas a continuacién, que caracterizan al grupo protector
DMT como un grupo protector para OFG', no se va a construir como limitante de ninguna forma.

Sintesis del conector de pirrolina
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Esquema 2 Sintesis de cis-({2R. 3S)-pirrolidina diol
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Derivado de ftalimida para estabilizar ARNip
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Derivados de ftalimido
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Se puede realizar una reaccién similar con 2-piperidona y 3-piperidona
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Conectores a partir de 4-piperidona

JUT

NC. _P. oDMT
~"o" g

N
O)\/\/\/NHR

1

LA

NC P

=]

I

ODMT

N

K/\/\/NHR

Ak

|
NC_~gPrg ODMT

N

O)\/\/\/N

U

1
NG ~o P\O ODMT

I

1s
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Direccionamiento

Los agentes de ARNi descritos en la presente memoria son particularmente Utiles cuando tienen como objetivo el
higado. Las modificaciones quimicas descritas en la presente memoria pueden combinarse con los compuestos y
métodos descritos en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos 60/462.097, presentada el 9 de abril de 2003; y
la Solicitud Provisional de los Estados Unidos 60/461.9159 presentada el 10 de abril de 2003. Por ejemplo, un
agente de ARNi puede tener como objetivo el higado por incorporacién de una SMSR que contiene un ligando que
tiene como objetivo el higado, p.ej., un resto lipdfilo. Los restos lipéfilos preferidos incluyen residuos de lipido,
colesteroles, oleilo, retinilo o colesterilo. Otros restos lipdfilos que pueden funcionar como agentes de
direccionamiento al higado incluyen acido cdlico, &cido adamantanoacético, &cido 1-pirenobutirico,
dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-
propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocélico, acido O3-(oleoil)colénico,
dimetoxitritilo o fenoxazina.
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Un agente de ARNi puede tener como objetivo también el higado por asociacién con una lipoproteina de baja
densidad (LDL), tal como LDL lactosilada. Los vehiculos poliméricos complejados con residuos de azucar pueden
funcionar también para dirigir a los agentes de ARNi al higado.

La conjugacién de un agente de ARNi con una albumina sérica (SA), tal como albimina sérica humana, también
puede usarse para dirigir al agente de ARNi a un tejido que no es el rifdn, tal como el higado.

Un agente de ARNi dirigido al higado por un resto de direccionamiento de SMSR descrito en la presente memoria
puede tener como objetivo un gen expresado en el higado. Por ejemplo, el agente de ARNi puede tener como
objetivo p21 (WAF1/DIP1), P27 (KIP1), el gen de a-fetoproteina, beta-catenina, o c-MET, como para tratar un cancer
hepatico. En otra realizacién, el agente de ARNi puede tener como objetivo apoB-100, como para el tratamiento de
un desequilibrio de colesterol HDL/LDL; dislipidemias, p.ej., hiperlipidemia combinada familiar (FCHL), o
hiperlipidemia adquirida; hipercolesterolemia; hipercolesterolemia resistente a la estatina; enfermedad de la arteria
coronaria (CAD); enfermedad cardiaca coronaria (CHD); o aterosclerosis. En otra realizacién, el agente de ARNi
puede tener como objetivo el homélogo de forkhead en rabdomiosarcoma (FKHR); glucagon; receptor del glucagén;
glucogeno fosforilasa; coactivador PPAR-gamma (PGC-1); fructosa-1,6-bisfosfatasa; glucosa-6-fosfatasa;
traslocador de glucosa-6-fosfato; proteina reguladora inhibidora de glucoquinasa; o fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK), como para inhibir la produccion de glucosa hepatica en un mamifero, tal como un humano, tal como para
el tratamiento de diabetes. En otra realizacién, un agente de ARNi dirigido al higado puede tener como objetivo el
Factor V, p.ej., el alelo del Factor V Leiden, como para reducir la tendencia a formar un coagulo de sangre. Un
agente de ARNi dirigido al higado puede incluir una secuencia que tiene como objetivo el virus de la hepatitis (p.gj.,
Hepatitis A, B, C, D, E, F, G o H). Por ejemplo, un agente de ARNi descrito en la presente memoria puede tener
como objetivo cualquiera de las proteinas no estructurales de VHC: NS3, 4A, 4B, 5A o 5B. Para el tratamiento de la
hepatitis B, un agente de ARNi puede tener como objetivo el gen de la proteina X (HBx) por ejemplo.

Un agente de direccionamiento que incorpora un azdlcar, p.ej., galactosa y/o analogos de los mismos, puede ser Util.
Estos agentes tienen como objetivo, por ejemplo, las células parenquimales del higado. Por ejemplo, un resto de
direccionamiento puede incluir mas de uno o preferiblemente dos o tres restos galactosa, espaciados
aproximadamente 15 angstroms el uno del otro. El resto de direccionamiento puede ser alternativamente lactosa
(p-€j., tres restos de lactosa), que es glucosa acoplada a una galactosa. El resto de direccionamiento puede ser
también N-acetil-galactosamina, N-Ac-glucosamina. Un resto de direccionamiento de manosa o manosa-6-fosfato
puede usarse para el direccionamiento a macréfagos.

Los agentes de ARNi descritos en la presente memoria son particularmente Utiles cuando se dirigen al rifion. Las
modificaciones quimicas descritas en la presente memoria pueden combinarse con los compuestos y métodos
descritos en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos 60/460.783, presentada el 3 de abril de 2003; y
60/503.414, presentada el 15 de septiembre de 2003. Un agente de ARNi puede dirigirse al rindn mediante la
incorporacion de una SMSR que contiene un ligando que se dirige al rifidn.

Un agente de ARNi dirigido al rindn por un resto de direccionamiento de SMSR descrito en la presente memoria
puede tener como objetivo un gen expresado en el rifidn.

Los ligandos en las SMSR pueden incluir acido folico, glucosa, colesterol, acido célico, vitamina E, vitamina K o
vitamina A.

Conjugacién con un resto lipéfilo que promueve la entrada en las células

Los agentes de ARNi pueden modificarse para mejorar la entrada a las células, p.ej., por conjugacion con un resto
lip6filo. Un resto lipdfilo puede unirse a un agente de ARNi en un nimero de formas pero un modo preferido de union
es por unién a una SMSR, p.ej., SMSR basada en pirrolina. El resto lip6filo puede unirse al atomo de N de una
SMSR basada en pirrolina. Ejemplos de restos lip6filos incluyen colesteroles, residuos de lipido, oleilo, retinilo o
colesterilo. Otros restos lipofilos incluyen &cido coélico, acido adamantanoacético, acido 1-pirenobutirico,
dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-
propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocélico, acido O3-(oeloil)colénico,
dimetoxitritilo o fenoxazina. El colesterol es un ejemplo particularmente preferido.

El resto lipofilo puede unirse al extremo 3, el extremo 5, o de forma interna, preferiblemente en la cadena
homosentido. El resto lip6filo puede unirse a una SMSR, p.ej., una SMSR con base de pirrolina que esta en el
extremo 3’, el extremo 5’ o interna, en la cadena homosentido. La unién puede ser directa o a través de una
molécula de anclaje. Los anclajes, espaciadores o conectores tratados en la presente memoria pueden usarse para
unir el resto a la SMSR.

Un agente de ARNi al que se conjuga una o mas moléculas lipéfilas (p.ej., colesterol) (denominado en la presente
memoria como un “conjugado de ARNi-lipéfilo”) puede distribuirse in vivo, p.ej., a una célula, tal como una célula de
un tejido en un sujeto, tal como un sujeto mamifero (p.ej., un humano o ratén). De forma alternativa, o ademas, el
agente de ARNi puede distribuirse in vitro, p.ej., a una célula en una linea celular. Las lineas celulares puede ser,
por ejemplo, de un organismo vertebrado, tal como un mamifero (p.ej., un humano o un ratén). La distribucién de un
conjugado de ARNi-colesterol a una linea celular puede ser en ausencia de otros reactivos de transfeccion. Por
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ejemplo, la distribucién de un conjugado de ARNi-lipéfilo a una célula puede ser en ausencia de, u opcionalmente,
en presencia de, Lipofectamine™ (Invitrogen, Carlsbad, CA), Lipofectamine 2000™, TransIT-TKO™ (Mirus, Madison,
WI), FUGENE 6 (Roche, Indiangpolis, IN), polietilenimina, X-tremeGENE Q2 (Roche, Indianapolis, IN), DOTAP,
DOSPER, o Metafectene™ (Biontex, Munich, Alemania), u otro reactivo de transfeccion. Las lineas celulares
ejemplares pueden proporcionarse por la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC) (Manassus, Virginia). Un
conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular, tal como cualquier linea celular descrita en la
presente memoria, para dirigirse a un gen especifico para la regulacién por disminucién.

En un ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular principal, p.ej., un sinoviocito
(como tipo B), miocito cardiaco, queratinocito, hepatocito, células del musculo liso, célula endotelial o linea celular
del fibroblasto dérmico.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lip6filo puede distribuirse a un monocito o linea celular mieloide, p.ej., una
linea celular THP1, Raw264.7, IC21, P388D1, U937 o HL60.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a linfoma, o linea celular de leucemia, p.€j., una
linea celular SEM-K2, WEHI-231, HB56, TIB55, Jurkat, K562, EL4, LRMB, Bcl-1 o TF1. Por ejemplo, un conjugado
de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular de linfoma para dirigirse a un gen especifico para la regulaciéon
por disminucién. Un agente de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo (regular por disminucién) un gen en una linea
celular Jurkat, por ejemplo, que codifica un factor inmune, como un gen de interleuquina, p.ej., IL-1, IL-2, IL-5, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-15, IL-16, IL-17 o IL-18. En otro aspecto, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo un
gen que codifica un receptor de una interleuquina.

Un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo un gen que resulta de una traslocacion cromosémica, tal
como BCR-ABL, TEL-AML-1, EWS-FLI1, EWS-ERG, TLS-FUS, PAX3-FKHR o AML1-ETO. Por ejemplo, un
conjugado de ARNi-lipdfilo que tiene como objetivo un gen que resulta de una traslocacién cromosémica puede
distribuirse a una linea celular de leucemia, p.ej., cualquiera de las lineas celulares de leucemia tratadas
anteriormente.

Un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular inmortalizada, que incluye lineas celulares
inmortalizadas de una variedad de diferentes tipos de tejido, que incluyen aunque no estan limitados a células T,
células de fibroblasto, células epiteliales (p.ej., células epiteliales renales) y células musculares (p.ej., células del
musculo liso). Lineas celulares inmortalizadas ejemplares son lineas celulares CTLL-2 (células T), Rat 6
(fibroblasto), VERO (fibroblasto), MRC5 (fibroblasto), CV1 (fibroblasto), Cos7 (fibroblasto), RPTE (epitelial renal) y
A10 (masculo liso).

Un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular de mastocitos, por ejemplo. Un conjugado de
ARNi-lipdfilo distribuido a una linea celular de mastocitos puede tener como objetivo, por ejemplo, un gen que
codifica una proteina de union asociada con GRB2 (p.ej., GAB2).

Un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular tumoral adherente, que incluye las lineas
celulares tumorales desde una variedad de diferentes tipos de tejidos que incluyen aunque no estan limitados a
canceres de la vejiga, pulmén, mama, cuello de Utero, colon, pancreas, prostata e higado, melanomas y
glioblastomas. Las lineas celulares tumorales ejemplares incluyen las lineas celulares T24 (vejiga), J82 (vejiga),
A549 (pulmén), Calul (pulmén), SW480 (colon), SW620 (colon), CaCo2 (colon), A375 (melanoma), C8161
(melanoma), MCF-7 (mama), MDA-MB-231 (mama), HelLa (cuello de Gtero), HeLa S3 (cuello de utero), MiaPaCall
(pancreas), Panc1 (pancreas), PC-3 (prostata), LNCaP (prostata), HepG2 (hepatocelular), y U87 (glioblastoma). Un
conjugado de ARNi-lip6filo que tiene como objetivo un gen especifico puede distribuirse a una linea celular tumoral
adherente. Por ejemplo, un conjugado de ARNi-lip6filo que tiene como objetivo un factor de crecimiento o receptor
del factor de crecimiento, tal como un TGF-beta (p.ej., TGF-betal) o gen del receptor de TGF-beta, puede
distribuirse a una linea celular A549 o HepG2, una linea de carcinoma de colon DLD2, o una linea celular de
adenocarcinoma SKOV3. Otros genes del factor de crecimiento diana ejemplares incluyen genes del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y receptor de PDGF (PDGFR), factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y receptor de VEGF (p.ej., VEGFr1, VEGFr2 o VEGFr3), y receptores del factor de crecimiento de insulina,
tal como receptores del factor de crecimiento de insulina tipo | (IFG) que incluyen IGF-1R, DAF-2 e Inr.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo uno 0 méas genes en una familia de genes de
proteina tirosina fosfatasa tipo IVA (PRL3, también denominada PTP4A3) (p.ej., PRL1, PRL2 o PRL3) o un gen en
una ruta de PRL3, puede distribuirse a una linea celular A549, o a una linea celular epiteliar colorrectal cultivada.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo uno o mas genes de proteina quinasa C
en una linea celular tumoral adherente, tal como en un carcinoma pulmonar de Lewis de raton, melanoma B16,
adenocarcinoma o fibrosarcoma mamario de ratén; o un carcinoma pulmonar humano, carcinoma de vejiga, cancer
de pancreas, cancer gastrico, cancer de mama, carcinoma de tiroides, o melanoma. Un conjugado de ARNi-lip6filo
puede tener como objetivo un gen que codifica unas isoformas PKC, tal como PKC-alfa, PKC beta I, PKC beta Il,
PKC gamma, PKC delta, PKC épsilon, y/o PKC zeta, o un gen que codifica uno o mas receptores de un polipéptido
de proteina quinasa C.
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En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo un gen que codifica una P-glucoproteina,
tal como un gen en la familia génica de resistencia a multiples farmacos (MDR), p.ej., MDR1. Un conjugado de
ARNi-lipdfilo que tiene como objetivo un gen MDR puede distribuirse, por ejemplo, a una linea celular de carcinoma
KB humano, una linea celular de leucemia o carcinoma de ovario humano, o una linea celular de carcinoma
pulmonar tal como A549.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipofilo puede tener como objetivo un gen que codifica un gen en la ruta de
la telomerasa, tal como un TERT o el ARN molde de telomerasa (TR/TERC). Un conjugado de ARNi-lipéfilo que
tiene como objetivo un gen en la ruta de la telomerasa puede distribuirse, por ejemplo, a una linea celular
cancerigena humana, p.ej., una linea celular de cancer de mama, cuello de Gtero, endometrio, meninge, pulmén,
testiculo o de ovario.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo distribuido a una linea celular adherente (p.ej., un HelLa, adenoma
paratiroideo, o linea celular A549) puede tener como objetivo un gen de ciclina, tal como ciclina D1.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo distribuido a una linea celular adherente (p.ej., una linea celular
Hela) puede tener como objetivo un gen NF-kappaB o REL-A, o a un gen que codifica un ligando o receptor de un
polipéptido NF-kappaB o REL-A, o a un gen que codifica una subunidad de NF-kappaB, tal como REL-B, REL, NF-
kappaB1 o NF-kappaB2.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo distribuido a una linea celular adherente (p.ej., una linea celular HeLa
0 A549) puede tener como objetivo un gen que codifica el antigeno nuclear de células de proliferaciéon (PCNA), un
gen de la quinasa del punto de control (CHK-1) o un gen c-fos. Ademas, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener
como objetivo cualquier gen en una ruta de PCNA, CHK-1 o c-fos. Por ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede
regular por disminucion un gen que codifica jun, que esta en la ruta de c-fos.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo distribuido a una linea celular adherente (p.ej., una linea celular
A549, T24 o A375) puede tener como objetivo un gen que codifica BCL2.

Las lineas celulares descritas en la presente memoria pueden usarse para probar los conjugados de ARNi-lipéfilo
que tienen como objetivo acidos nucleicos exdgenos, tal como patégenos o viricos. Por ejemplo, un conjugado de
ARNi-lipdfilo que tiene como objetivo un gen virico de la hepatitis puede distribuirse a una linea celular de hepatoma
humano, tal como una linea celular HepG2 o Huh, p.ej., Huh1, Huh4, Huh7, y similares, que se han infectado con el
virus (p.ej., un VHA, VHB o VHC). Por ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo un gen de
VHC, tal como en una linea celular Huh infectada, puede tener como objetivo una regién conservada del genoma de
VHC, tal como la regién que no codifica (NCR) 5’, el extremo 5’ de la regién que codifica la proteina central, o la 3'-
NCR.

Las lineas celulares descritas en la presente memoria pueden usarse también para probar los conjugados de ARNi-
lip6filo que tienen como objetivo acidos nucleicos recombinantes exégenos, tal como genes indicadores (p.ej., GFP,
lacZ, beta-galactosidasa, y similares), que se transfectan (de forma transitoria o estable) a las lineas celulares.

En un aspecto, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea de células B, p.ej., células BC-3, C1R o
ARH-77. En otro aspecto, un conjugado de ARNi-lip6filo puede distribuirse a células T, p.ej., células J45.01, MOLT y
CCRF-CEM. Un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo un acido nucleico endégeno o exégeno. Por
ejemplo, el desarrollo de un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo un gen VIH puede probarse frente a
un acido nucleico de VIH exdgeno en una linea de células B o células T, o en un sistema de cultivo celular
macréfago o endotelial.

Un conjugado de ARNi-lipdfilo puede distribuirse a células derivadas de endoderma, epitelio o mesoderma. Por
ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a células de las lineas celulares epiteliales HeLa o MCF7,
a células de la linea celular endotelial HUVEC, o a células de una linea celular mesodérmica SK-UT o HASMC. En
un ejemplo, un agente de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo el &cido nucleico TGF-beta o acido nucleico del
receptor de TGF-beta puede distribuirse a una linea celular del musculo liso vascular, p.ej., la linea celular 293 del
fibroblasto renal. Otras dianas ejemplares de los conjugados de ARNi-lipéfilo distribuidos a células de fibroblasto, tal
como células 293, incluian un gen de proteina tirosina fosfatasa-1B (PTP-1B) o gen de MAP quinasa (p.ej., ERK1,
ERK2, JNK1, JNK2 y p38). En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo un gen de MDR
para la regulacion por disminucion puede distribuirse a la linea celular epitelial intestinal humana, Caco-2.

En un ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo distribuido a una linea celular, tal como una linea celular epitelial o
mesodérmica (p.ej., una linea celular HeLa o HASMC, respectivamente), puede tener como objetivo un gen que
codifica un polipéptido Myc o Myb, p.ej., c-Myc, N-Myc, L-Myc, c-Myb, a-Myb, b-Myb, y v-Myb, o un gen en la ruta
génica de Myc o Myb, tal como ciclina D1, ciclina D2, ciclina E, CDK4, cdc25A, CDK2 o CDK4.

En un ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo un gen expresado en el sistema nervioso, tal

como en el cerebro, p.ej., un gen de G72 o D-aminoacido oxidasa (DAAQ), puede distribuirse a una linea celular
neuronal cultivada, tal como una linea celular hNT.
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En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede tener como objetivo un gen que codifica un gen en la ruta de
la telomerasa, tal como TERT o TR/TERC. Un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo un gen en la ruta
de telomerasa puede distribuirse, por ejemplo, a una linea celular de queratinocito humano, tal como una linea
celular HEK, p.ej., HEKn o HEKa.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lip6filo distribuido a una linea celular especifica de tejido, tal como una linea
celular HEK (queratinocito), HUVEC (endotelial), 3T3 (fibroblasto), o NHDF (fibroblasto), puede tener como objetivo
un gen que codifica BCL-2, o VEGF o un receptor de VEGF (p.ej., VEGFr1, VEGFr2 o VEGFr3).

Un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a un subgrupo de células derivadas de un tejido particular. Por
ejemplo, un conjugado de ARNi-lipéfilo puede distribuirse a una linea celular renal tubular proximal, tal como la linea
celular de raton mIMCD-3. Un conjugado de ARNi-lipéfilo que tiene como objetivo el acido nucleico de TGF-beta o
acido nucleico del receptor de TGF-beta, por ejemplo, puede distribuirse a una linea celular derivada de tejido de
prostata, p.ej., una linea celular de prostata PC3 o RWPE. Un conjugado de ARNi-lipéfilo distribuido a una linea
celular de tejido de prostata puede tener como objetivo alternativamente un gen de grupo polipeloso, tal como EZH2.

En otro ejemplo, un conjugado de ARNi-lip6filo puede distribuirse a células b de los islotes pancredticos, donde por
ejemplo, tiene como objetivo un gen del polipéptido inhibidor gastrico (GIP), o un gen del receptor de GIP.

Los conjugados de ARNi-lipéfilos descritos en la presente memoria no estan limitados en las lineas celulares a la
que pueden aplicarse 0 a los acidos nucleicos a los que pueden tener como objetivo.

Definiciones
El término “halo” se refiere a cualquier radical de fltor, cloro, bromo o yodo.

El término “alquilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada que puede ser una cadena lineal o cadena ramificada,
que contiene el numero indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, alquilo C1-C12 indica que el grupo puede tener
de 1 a 12 (inclusive) atomos de carbono en él. El término “haloalquilo” se refiere a un alquilo en que uno o mas
atomos de hidrégeno estan sustituidos por halo, e incluye restos alquilo en que todos los hidrogenos han sido
sustituidos por halo (p.ej., perfluoroalquilo). Los grupos alquilo y haloalquilo pueden insertarse opcionalmente con O,
N o S. Los términos “aralquilo” se refieren a un resto alquilo en que un atomo de hidrégeno del alquilo se sustituye
por un grupo arilo. Aralquilo incluye grupos en que mas de un atomo de hidrégeno se ha sustituido por un grupo
arilo. Ejemplos de “aralquilo” incluyen grupos bencilo, 9-fluorenilo, benzhidrilo y tritilo.

El término “alquenilo” se refiere a una cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que contiene 2-8 atomos de
carbono y se caracteriza por tener uno o mas dobles enlaces. Ejemplos de un alquenilo tipico incluyen, aunque no
estan limitados a, grupos alilo, propenilo, 2-butenilo, 3-hexenilo y 3-octenilo. El término “alquinilo” se refiere a una
cadena hidrocarbonada lineal o ramificada que contiene 2-8 atomos de carbono y se caracteriza por tener uno o mas
triples enlaces. Algunos ejemplos de un alquinilo tipico son etinilo, 2-propinilo y 3-metilbutinilo y propargilo. Los
carbonos sp? y sp® pueden servir opcionalmente como el punto de uniéon de los grupos alquenilo y alquinilo,
respectivamente.

El término “alcoxi” se refiere a un radical —O-alquilo. El término “aminoalquilo” se refiere a un alquilo sustituido con
un amino. El término “mercapto” se refiere a un radical —SH. El término “tioalcoxi” se refiere a un radical —S-alquilo.

El término “alquileno” se refiere a un alquilo divalente (es decir, -R-), p.gj., -CHz2-, -CH2CH2- y —CH2CH2CH>-. El
término “alquilenodioxo” se refiere a una especie divalente de la estructura —O-R-O-, en que R representa un
alquileno.

El término “arilo” se refiere a un sistema anular hidrocarbonado monociclico, biciclico o triciclico aromatico, en el que
cualquier &tomo anular puede estar sustituido. Ejemplos de restos arilo incluyen, aunque no estan limitados a, fenilo,
naftilo, antracenilo y pirenilo.

El término “cicloalquilo” como se emplea en la presente memoria incluye grupos hidrocarbonados saturados ciclicos,
biciclicos, triciclicos o policiclicos, que tienen 3 a 12 carbonos, en los que cualquier atomo anular puede estar
sustituido. Los grupos cicloalquilo descritos en la presente memoria pueden contener ademas anillos condensados.
Los anillos condensados son anillos que comparten un enlace comun. Ejemplos de restos cicloalquilo incluyen,
aunqgue no estan limitados a, ciclohexilo, adamantilo, norbornilo y decalina.

El término “heterociclilo” se refiere a un sistema anular no aromatico monociclico de 3-10 miembros, biciclico de 8-12
miembros o triciclico de 11-14 miembros que tiene 1-3 heteroatomos si es monociclico, 1-6 heteroatomos si es
biciclico o 1-9 heteroatomos si es ftriciclico, seleccionados dichos heteroatomos de O, N o S (p.ej., atomos de
carbono y 1-3, 1-6, o 1-9 heteroatomos de N, O o S si es monociclico, biciclico o triciclico, respectivamente), en los
que cualquier atomo anular capaz de sustitucién puede sustituirse por un sustituyente. Los grupos heterociclilo
descritos en la presente memoria pueden contener también anillos condensados. Los anillos condensados son
anillos que comparten un enlace comun. Ejemplos de heterociclilo incluyen, aunque no estan limitados a
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, piperidinilo, morfolino, pirrolinilo y pirrolidinilo.
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El término “heteroarilo” se refiere a un sistema anular aromatico monociclico de 5-8 miembros, biciclico de 8-12
miembros, o triciclico de 11-14 miembros que tiene 1-3 heteroatomos si es monociclico, 1-6 heteroatomos si es
biciclico o 1-9 heteroatomos si es triciclico, seleccionados dichos heteroatomos de O, N, o S (p.ej., atomos de
carbono y 1-3, 1-6, o 1-9 heterodtomos de N, O o S si es monociclico, biciclico o triciclico, respectivamente), en los
que cualquier atomo anular puede estar sustituido.

El término “oxo” se refiere a un atomo de oxigeno, que forma un carbonilo cuando se une a carbono, un N-éxido
cuando se une a nitrégeno, y un sulféxido o sulfona cuando de une a azufre.

El término “acilo” se refiere a un sustituyente alquilcarbonilo, cicloalquilcarbonilo, arilcarbonilo, heterociclilcarbonilo, o
heteroarilcarbonilo, cualquiera de los cuales puede estar ademas sustituido por sustituyentes.

El término “sustituyentes” se refiere a un grupo “sustituido” en un grupo alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo,
heterociclilo, heterocicloalquenilo, cicloalquenilo, arilo o heteroarilo en cualquier atomo de ese grupo. Sustituyentes
adecuados incluyen, sin limitacion, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, halo, hidroxi, ciano, nitro, amino, SOsH,
sulfato, fosfato, perfluoralquilo, perfluoroalcoxi, metilenodioxi, etilenodioxi, carboxilo, oxo, tioxo, imino (alquilo, arilo,
aralquilo) S(O)nalquilo (donde n es 0-2), S(O)narilo (donde n es 0-2), S(O)nheteroarilo (donde n es 0-2),
S(O)nheterociclilo (donde n es 0-2), amina (mono-, di-, alquilo, cicloalquilo, aralquilo, heteroaralquilo y combinaciones
de los mismos), éster (alquilo, aralquilo, heteroalquilo), amida (mono-, di-, alquilo, aralquilo, heteroaralquilo y
combinaciones de los mismos), sulfonamida (mono-, di-, alquilo, aralquilo, heteroaralquilo y combinaciones de los
mismos), arilo no sustituido, heteroarilo no sustituido, heterociclilo no sustituido y cicloalquilo no sustituido. En un
aspecto, los sustituyentes en un grupo son independientemente cualquiera sencillo, o cualquier subconjunto de los
sustituyentes mencionados anteriormente.

Los términos “adeninilo, citosinilo, guaninilo, timinilo y uracililo” y similares se refieren a radicales de adenina,
citosina, guanina, timina y uracilo.

Como se usa en la presente memoria, una nucleobase “inusual” puede incluir cualquiera de las siguientes:
2-metiladeninilo,

N6-metiladeninilo,

2-metiltio-N6-metiladeninilo,
N6-isopenteniladeninilo,
2-metiltio-N6-isopenteniladeninilo,
N6-(cis-hidroxiisopentenil)adeninilo,
2-metiltio-N6-(cis-hidroxiisopentenil)adeninilo,
N6-glicinilcarbamoiladeninilo,
N6-treonilcarbamoiladeninilo,
2-metiltio-N6-treonil-carbamoiladeninilo,
N6-metil-N6-treonilcarbamoiladeninilo,
N6-hidroxinorvalilcarbamoiladeninilo,
2-metiltio-N6-hidroxinorvalil-carbamoiladeninilo,
N6,N6-dimetiladeninilo,

3-metilcitosinilo,

5-metilcitosinilo,

2-tiocitosinilo,

5-formilcitosinilo,
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Pseudouracililo,

Dihidrouracililo,

5-metiluracililo,

1-metilpseudouracililo,

2-tiouracililo,

4-tiouracililo,

2-tiotiminilo,

5-metil-2-tiouracililo,
3-(3-amino-3-carboxipropil)uracililo,
5-hidroxiuracililo,

5-metoxiuracililo,

Acido uracilil-5-oxiacético,

Metiléster de acido uracilil-5-oxiacético,
5-(carboxihidroximetil)uracililo,
Metiléster de 5-(carboxihidroximetil)uracililo,
5-metoxicarbonilmetiluracililo,
5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracililo,
5-aminometil-2-tiouracililo,
5-metilaminometiluracililo,
5-metilaminometil-2-tiouracililo,
5-metilaminometil-2-selenouracililo,
5-carbamoilmetiluracililo,
5-carboximetilaminometiluracililo,
5-carboximetilaminometil-2-tiouracililo,
3-metiluracililo,
1-metil-3-(3-amino-3-carboxipropil)pseudouracililo,
5-carboximetiluracililo,
5-metildihidrouracililo, o

3-metilpseudouracililo.

Una base universal puede formar pares de bases con cada una de las bases de ADN/ARN naturales, mostrando
relativamente poca discriminacion entre ellas. En general, las bases universales son restos aromaticos, hidréfobos,
que no son enlace de hidrégeno, que pueden estabilizar, p.ej., moléculas tipo ARN o ARN doble, por medio de
interacciones por apilamiento. Una base universal puede incluir también sustituyentes de enlace de hidrégeno.
Como se usa en la presente memoria, una “base universal’- puede incluir cualquiera de los siguientes:

Antracenos, pirenos,

F CHs NH, NH,
HsC
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Una base universal puede incluir también un resto arilo (p.ej., fenilo) que tiene un ligando o bien directamente unido
o indirectamente unido, p.ej., por medio de un anclaje, al resto arilo. El resto arilo puede incluir ademas sustituyentes
adicionales, p.ej., uno o0 mas grupos fluoro.

Estructura del agente de ARNi

Los mondmeros descritos en la presente memoria pueden usarse para hacer oligonucleétidos que son utiles como
agentes de ARNi, p.ej., moléculas de ARN, (bicatenarias; monocatenarias) que median el ARNi, p.ej., con respecto a
un gen endogeno de un sujeto o a un gen de un patégeno. En la mayoria de los casos el agente de ARNi
incorporara monomeros descritos en la presente memoria junto con nucleésidos o nucleétidos que se dan de forma
natural o con otros nucleésidos o nucleotidos modificados. Los monémeros modificados pueden estar presentes en
cualquier posicion en el agente de ARNi, p.gj., en los extremos o en la region central de un agente de ARNi o en una
region doble o en una region desapareada. En una realizacion preferida el agente de ARNi puede tener cualquier
arquitectura, p.ej., la arquitectura descrita en la presente memoria. P.ej., puede incorporarse en un agente de ARNi
que tiene una estructura saliente, una horquilla u otra estructura monocatenaria o una estructura bicatenaria, como
se describe en la presente memoria.

Un “agente de ARN” como se usa en la presente memoria, es un ARN no modificado, ARN modificado, o sustituto
de nucledsido, todos los cuales se definen en la presente memoria (véase, p.gj., la seccion posterior titulada Agentes
de ARN). Aunque se describen numerosos ARN modificados y sustitutos de nucledsido, los ejemplos preferidos
incluyen los que tienen mayor resistencia a la degradaciéon de la nucleasa que la de los ARN no modificados. Los
ejemplos preferidos incluyen los que tienen una modificacion de azicar 2', una modificacion en un saliente de la
cadena sencilla, preferiblemente un saliente en la cadena sencilla 3’, o particularmente si es una cadena sencilla,
una modificacion 5’ que incluye uno o mas grupos fosfato o uno o méas analogos de un grupo fosfato.

Un “agente de ARNi” como se usa en la presente memoria, es un agente de ARN que puede, o que puede
escindirse en un agente de ARN que puede, regular por disminucion la expresién de un gen diana, preferiblemente
un ARN diana enddgeno o patégeno. Aunque sin desear estar atado por la teoria, un agente de ARNi puede actuar
mediante uno 0 mas de un nimero de mecanismos, que incluyen escision post-transcripcional de un ARNm diana
denominado a veces en la técnica como ARNi, o0 mecanismos pre-transcripcionales o pre-traduccionales. Un agente
de ARNi puede incluir una cadena sencilla o puede incluir mas de una cadena, p.ej., puede ser un agente de ARNi
bicatenario. Si el agente de ARNi es una cadena sencilla se prefiere particularmente que incluya una modificacién 5’
que incluye uno o mas grupos fosfato o uno o mas analogos de un grupo fosfato.

El agente de ARNi que contiene SMSR incluiria una regién de suficiente homologia al gen diana, y seria de
suficiente longitud en términos de nucleétidos, de manera que el agente de ARNi, o un fragmento del mismo, pueda
mediar la regulacion por disminucién del gen diana. (Para facilitar la exposicion el término nucleétido o ribonucleétido
se usan a veces en la presente memoria en referencia a una o mas subunidades monoméricas de un agente de
ARN. Se entendera en la presente memoria que el uso del término “ribonucleétido” o “nucleétido”, en la presente
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memoria puede, en el caso de un ARN modificado o sustituto de nucleédtido, también referirse a un nucleétido
modificado, o resto de sustitucion de sustituto en una o méas posiciones). Por consiguiente, el agente de ARNi es o
incluye una region que es al menos parcialmente, y en algunas realizaciones completamente, complementaria al
ARN diana. No es necesario que haya una complementariedad perfecta entre el agente de ARNi y la diana, pero la
correspondencia debe ser suficiente para permitir al agente de ARNi, o un producto de escisién del mismo, dirigir el
silenciamiento especifico de la secuencia, p.gj., por escision de ARNi del ARN diana, p.ej., ARNm.

La complementariedad, o grado de homologia con la cadena diana, es lo méas critico en la cadena antisentido.
Aunque la complementariedad perfecta, particularmente en la cadena antisentido, se desea a menudo, algunas
realizaciones pueden incluir, particularmente en la cadena antisentido, uno o mas aunque preferiblemente 6, 5, 4, 3,
2 0 menos malapareamientos (con respecto al ARN diana). Los malapareamientos, particularmente en la cadena
antisentido, se toleran mas en las regiones terminales y si estan presentes estan preferiblemente en una region o
regiones terminales, p.ej., dentro de los 6, 5, 4, o 3 nucleétidos del extremo 5’ y/o 3'. La cadena homosentido solo
necesita ser suficientemente complementaria con la cadena antisentido para mantener el caracter bicatenario total
de la molécula.

Como se trata en otro sitio en la presente memoria, un agente de ARNi se modificard a menudo o incluira sustitutos
de nucleésido ademas de la subunidad de modificacion por sustitucion de ribosa (SMSR). Las regiones
monocatenarias de un agente de ARNi se modificaran a menudo o incluiran sustitutos de nucleésido, p.ej., la region
o regiones desapareadas de una estructura en horquilla, p.ej., una regiéon que une dos regiones complementarias,
pueden tener modificaciones o sustitutos de nucledsido. La modificacion para estabilizar uno o mas de extremos 3’ o
5 de un agente de ARNi, p.ej., frente a exonucleasas, o para favorecer que el agente ARNp antisentido se
introduzca en RISC también se favorecen. Las modificaciones pueden incluir conectores amino C3 (o C6, C7, C12),
conectores tiol, conectores carboxilo, espaciadores no nucleotidicos (C3, C6, C9, C12, abasico, trietilenglicol,
hexaetilenglicol), reactivos especiales de biotina o fluoresceina que vienen como fosforamiditas y que tienen otro
grupo hidroxilo protegido por DMT, permitiendo multiples acoplamientos durante la sintesis de ARN.

Los agentes de ARNi incluyen: moléculas que son suficientemente largas para desencadenar la respuesta de
interferon (que puede escindirse por Dicer (Bernstein et al. 2001. Nature, 409:363-366) e introducir un RISC
(complejo de silenciamiento inducido por ARNi)); y moléculas que son suficientemente cortas como para que no
desencadenen la respuesta del interferon (cuyas moléculas pueden también escindirse por Dicer y/o introducir un
RISC), p.ej., moléculas que son de un tamafio que permiten la entrada en un RISC, p.ej., moléculas que parecen
productos de escision de Dicer. Las moléculas que son suficientemente cortas para no desencadenar una respuesta
de interferén se denominan agentes de ARNp o agentes de ARNi pequefios en la presente memoria. “Agente de
ARNp o agente de ARNi pequefos” como se usa en la presente memoria, se refiere a un agente de ARNi, p.ej., un
agente de ARN bicatenario o agente monocatenario, que es suficientemente corto para que no induzca una
respuesta nociva de interferébn en una célula humana, p.ej., tiene una region doble de menos de 60 pero
preferiblemente menor que 50, 40 o 30 pares de nucleétidos. El agente de ARNp, o un producto de escisién del
mismo, puede regular por disminuciéon un gen diana, p.ej., induciendo el ARNi con respecto a un ARN diana,
preferiblemente un ARN diana end6geno o patégeno.

Cada cadena de un agente de ARNp puede ser igual a o menor que 30, 25, 24, 23, 22, 21 o 20 nucleotidos de
longitud. La cadena tiene preferiblemente al menos 19 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, cada cadena puede
tener de entre 21 y 25 nucleétidos de longitud. Los agentes de ARNp preferidos tienen una region doble de 17, 18,
19, 29, 21, 22, 23, 24 0 25 pares de nucle6tidos, y uno o mas salientes, preferiblemente uno o dos salientes en 3, de
2-3 nucledtidos.

Ademas de la homologia al ARN diana y la capacidad de regular por disminuciéon un gen diana, un agente de ARNi
preferiblemente tendra una o més de las siguientes propiedades:

(1) sera de la Formula 1, 2, 3, 0 4 presentadas en la seccion de Agente de ARN posterior;

(2) si es monocatenario tendra una modificacién 5’ que incluye uno o mas grupos fosfato o uno o mas analogos de
un grupo fosfato;

(3) a pesar de las modificaciones, incluso a un nimero muy grande, o de todos los nucledsidos, tendra una cadena
antisentido que puede presentar bases (o0 bases modificadas) en el marco tridimensional apropiado de manera que
es capaz de formar el correcto emparejamiento de bases y formar una estructura doble con un ARN diana homoélogo
que es suficiente para permitir la regulacion por disminucién de la diana, p.ej., por escision del ARN diana;

(4) a pesar de las modificaciones, incluso a un numero muy grande, o de todos los nucledsidos, aun tendra
propiedades “tipo ARN”, es decir, poseera todas las propiedades estructurales, quimicas y fisicas de una molécula
de ARN, aunque no exclusivamente, o incluso parcialmente, del contenido con base de ribonucleétidos. Por ejemplo,
un agente de ARNi puede contener, p.€gj., una cadena homosentido y/o una antisentido en que todos los azucares de
nucledtidos contienen p.ej., 2’ fluoro en lugar de 2’ hidroxilo. Este agente que contiene desoxirribonucleétidos puede
esperarse aun que muestre propiedades tipo ARN. Aunque sin desear estar atados por la teoria, el fluor
electronegativo prefiere una orientacion axial cuando se une a la posicién C2’ de la ribosa. Esta preferencia espacial
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del fluor puede forzar, a su vez, a los azlcares a adoptar un pliegue Cs- endo. Este es el mismo modo de pliegue
que se observa en las moléculas de ARN y da lugar a la hélice tipo familia A caracteristica del ARN. Ademas, como
el flior es un buen aceptor de enlace de hidrégeno, puede participar en las mismas interacciones del enlace de
hidrégeno con moléculas de agua que se conocen para estabilizar las estructuras de ARN. (Generalmente, se
prefiere que un resto modificado en la posicion de azlcar 2’ sera capaz de introducirse en el enlace de H que es
mas caracteristico del resto OH de un ribonucleétido que el resto H de un desoxirribonucleétido. Un agente de ARNi
preferido: mostrara un pliegue Caz-endo en todos o al menos 50, 75, 80, 85, 90 0 95% de sus azlcares; mostrara un
pliegue C3-endo en una cantidad suficiente de sus azlcares para que dé lugar a la hélice tipo familia A caracteristica
del ARN; tendra no mas de 20,10, 5, 4, 3, 2 0 1 azlcares que no estén en una estructura en pliegue Cz-endo. Estas
limitaciones son particularmente preferibles en la cadena antisentido;

(5) a pesar de la naturaleza de la modificacién, e incluso aunque el agente de ARN pueda contener
desoxinucledtidos o desoxinucleétidos modificados, particularmente en saliente u otras regiones monocatenarias, se
prefiere que las moléculas de ADN, o cualquier molécula en que mas del 50, 60 o 70% de los nucledtidos en la
molécula, o0 mas de 50, 60 o 70% de los nucledtidos en una region doble son desoxirribonucleotidos, o
desoxirribonucleétidos modificados que son desoxi en la posicion 2, se excluyan de la definicién de agente de ARN.

Un “agente de ARNi monocatenario” como se usa en la presente memoria, es un agente de ARNi que esta
constituido por una Unica molécula. Puede incluir una regién doble, formada por emparejamiento dentro de la
cadena, p.ej., puede ser, o incluir, una estructura en horquilla 0 mango. Los agentes de ARNi monocatenarios son
preferiblemente antisentido con respecto a la molécula diana. En realizaciones preferidas los agentes de ARNi
monocatenarios estan fosforilados en 5 o incluyen un analogo de fosforilo en el extremo primero 5. Las
modificaciones de 5-fosfato incluyen aquellas que son compatibles con el silenciamiento génico mediado por RISC.
Modificaciones adecuadas incluyen: 5’-monofosfato ((HO)2(O)P-0-5’); 5’-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(O)-0-5'); 5'-
trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-0O-P(HO)(0)-0-5); casquete 5-guanosina (7-metilado o no metilado) (7m-G-O-5'-
(HO)(O)P-O-(HO)(0O)P-O-P(HO)(0O)-0-5’); casquete 5-adenosina (Appp), y cualquier estructura de casquete de
nucleétido modificado o no modificado (N-O-5-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0-5’); 5’-monotiofosfato
(fosforotioato;  (HO)2(S)P-O-5’);  5-monoditiofosfato  (fosforoditioato;  (HO)(HS)(S)P-O-5’), 5’-fosforotiolato
((HO)2(O)P-S-5’); cualquier combinacion adicional de monofosfato, difosfato y trifosfatos sustituidos por
oxigeno/azufre (p.ej., 5-alfa-tiotrifosfato, 5-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5’-fosforamidatos ((HO)2(O)P-NH-5’,
(HO)(NH2)(O)P-0-5’), 5’-alquilfosfonatos (R=alquilo=metilo, etilo, isopropilo, propilo, etc., p.ej., RP(OH)(O)-O-5"-,
(OH)2(O)P-5'-CH2-), 5’-alquileterfosfonatos (R=alquiléter=metoximetilo (MeOCH2-), etoximetilo, etc., p.€j.,
RP(OH)(O)-O-5-). (Estas modificaciones pueden usarse también con la cadena antisentido de un ARNi bicatenario).

Un agente de ARNi monocatenario seria suficientemente largo como para poder introducirse en RISC y participar en
la escisién mediada por RISC de un ARNm diana. Un agente de ARNi monocatenario es de al menos 14, y mas
preferiblemente al menos 15, 20, 25, 29, 35, 40 o 50 nucleétidos de longitud. Es preferiblemente menor que 200, 100
0 60 nucleétidos de longitud.

Los agentes de ARNi en horquilla tendran una regién doble igual a o al menos de 17, 18, 19, 29, 21, 22, 23, 24 0 25
pares de nucleétidos. La regién doble sera preferiblemente igual a o menos que 200, 100 o 50 de longitud. Los
intervalos preferidos para la region doble son 15-30, 17 a 23, 19 a 23, y 19 a 21 pares de nucleétidos de longitud. La
horquilla tendra preferiblemente un saliente monocatenario o region desapareada terminal, preferiblemente la 3, y
preferiblemente del lado antisentido de la horquilla. Los salientes preferidos son de 2-3 nucleétidos de longitud.

Un “agente de ARNi (bc) bicatenario” como se usa en la presente memoria, es un agente de ARNi que incluye mas
de una, y preferiblemente dos, cadenas en que la hibridacion entre cadenas puede formar una region de estructura
doble.

La cadena antisentido de un agente de ARNi bicatenario seria igual a o al menos de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 25, 29,
40 o 60 nucledtidos de longitud. Seria igual a o menor que 200, 100 o 50 nucledtidos de longitud. Los intervalos
preferidos son 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucleétidos de longitud.

La cadena homosentido de un agente de ARNi bicatenario seria igual a o al menos de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 25, 29,
40 o 60 nucledtidos de longitud. Seria igual a o menor que 200, 100 o 50 nucledtidos de longitud. Los intervalos
preferidos son 17 a 25, 19 a 23, y 19 a 21 nucleétidos de longitud.

La parte bicatenaria de un agente de ARNi bicatenario seria igual a o al menos de 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 29, 40 o 60 pares de nucleétidos de longitud. Seria igual a o menor que 200, 100 o 50, pares de
nucleétidos de longitud. Los intervalos preferidos son de 15-30, 17 a 23, 19 a 23 y 19 a 21 pares de nucleétidos de
longitud.

En muchas realizaciones, el agente de ARNi bc es suficientemente grande para que pueda escindirse por una
molécula enddgena, p.ej., por Dicer, para producir agentes de ARNi bc mas pequerios, p.ej., agentes de ARNp.

Puede ser deseable modificar una o ambas de las cadenas de antisentido y homosentido de un agente de ARNi
bicatenario. En algunos casos tendran la misma modificacion o la misma clase de modificacion pero en otros casos
la cadena homosentido y antisentido tendran diferentes modificaciones, p.ej., en algunos casos es deseable
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modificar solo la cadena homosentido. Puede ser deseable modificar solo la cadena homosentido, p.ej., inactivarla,
p.ej., la cadena homosentido puede modificarse para inactivar la cadena homosentido y evitar la formacién de un
ARNp/proteina o RISC activos. Esto puede conseguirse mediante una modificacién que evita la 5-fosforilacion de la
cadena homosentido, p.ej., mediante la modificacion con un 5’-O-metil-ribonucleétido (véase Nykénen et al., (2001)
ATP requirements and small interfering RNA structure in the RNA interference pathway. Cell 107, 309-321). Otras
modificaciones que evitan la fosforilacién pueden usarse también, p.ej., simplemente sustituir el 5’-OH por H mas
que O-Me. De forma alternativa, un grupo grande voluminoso puede afiadirse al 5’-fosfato volviéndolo una unién
fosfodiéster, aunque esto puede ser menos deseable ya que las fosfodiesterasas pueden escindir dicha union y
liberar un extremo 5 de ARNp funcional. Las modificaciones de la cadena antisentido incluyen fosforilacién de 5’
ademas de cualquiera de las demas modificaciones 5’ tratadas en la presente memoria, particularmente las
modificaciones 5’ tratadas anteriormente en la seccion en moléculas de ARNi monocatenarias.

Se prefiere que las cadenas homosentido y antisentido se ligan de manera que el agente de ARNi bc incluya una
cadena sencilla o region desapareada en uno o ambos extremos de la molécula. Por consiguiente, un agente de
ARNi bc contiene cadenas homosentido y antisentido, preferiblemente emparejadas para contener un saliente, p.ej.,
uno o dos salientes 5° 0 3’ aunque preferiblemente un saliente 3° de 2-3 nucleétidos. La mayoria de realizaciones
tendran un saliente 3'. Los agentes de ARNp preferidos tendran salientes monocatenarios, preferiblemente salientes
3’, de 1 o preferiblemente 2 o 3 nucledtidos de longitud en cada extremo. Los salientes pueden ser el resultado de
una cadena que es mas larga que la otra, o el resultado de dos cadenas de la misma longitud que estan
escalonadas. Los extremos 5’ estan preferiblemente fosforilados.

La longitud preferida para la region doble esta entre 15 y 30, lo mas preferiblemente 18, 19, 20, 21, 22 y 23
nucleétidos de longitud, p.ej., en el intervalo del agente de ARNp tratado anteriormente. Los agentes de ARNp
pueden parecerse en longitud y estructura a los productos procesados por Dicer naturales procedentes de ARNbc
largos. Las realizaciones en que las dos cadenas del agente de ARNp estan unidas, p.ej., unidas de forma covalente
también se incluyen. La horquilla u otras estructuras monocatenarias que proporcionan la regiéon bicatenaria
necesaria, y preferiblemente un saliente 3’ también se describen en la presente memoria.

Los agentes de ARNi aislados descritos en la presente memoria, que incluyen agentes de ARNi bc y agentes de
ARNp pueden mediar el silenciamiento de un ARN diana, p.ej., ARNm, p.ej., un transcrito de un gen que codifica una
proteina. Por conveniencia, dicho ARNm se denomina también en la presente memoria como ARNm a silenciar.
Dicho gen también se denomina como un gen diana. En general, el ARN a silenciar es un gen endégeno o un gen
patégeno. Ademas, también pueden ser objetivos ARN distintos de ARNm, p.ej., ARNt, y ARN viricos.

Como se usa en la presente memoria, la frase “media la iIARN” se refiere a la capacidad de silenciar, en una manera
especifica de secuencia, un ARN diana. Aunque sin desear estar atados por la teoria, se cree que el silenciamiento
usa la maquinaria o proceso de la iARN y un ARN guia, p.ej., un agente de ARNp de 21 a 23 nucleétidos.

Como se usa en la presente memoria, “especificamente hibridable” y “complementario” son términos que se usan
para indicar un grado suficiente de complementariedad de manera que se da la unién estable y especifica entre un
compuesto descrito en la presente memoria y una molécula de ARN diana. La unién especifica necesita un grado
suficiente de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto oligomérico a secuencias no
diana bajo condiciones en que se desea la union especifica, es decir, bajo condiciones fisiolégicas en el caso de
ensayos in vivo o tratamiento terapéutico, o en el caso de ensayos in vitro, bajo condiciones en que los ensayos se
realizan. Las secuencias no diana difieren tipicamente en al menos 5 nucleétidos.

En una realizacion, un agente de ARNi es “suficientemente complementario” a un ARN diana, p.ej., un ARNm diana,
de manera que el agente de ARNi silencia la produccion de proteina codificada por el ARNm diana. En otra
realizacién, el agente de ARNi es “exactamente complementario” (excluyendo la(s) subunidad(es) que contiene(n)
SMSR) a un ARN diana, p.ej., el ARN diana y el agente de ARNi hibridan, preferiblemente para formar un hibrido
hecho exclusivamente de pares de bases Watson-Crick en la regién de complementariedad exacta. Un ARN diana
“suficientemente complementario” puede incluir una region interna (p.ej., de al menos 10 nucleétidos) que es
exactamente complementario a un ARN diana. Ademas, en algunas realizaciones, el agente de ARNi discrimina
especificamente una diferencia de un Unico nucleétido. En este caso, el agente de ARNi solo media la iARN si se
encuentra el complementario exacto en la region (p.ej., en 7 nucleétidos de) la diferencia del nucleétido unico.

Como se usa en la presente memoria, el término “oligonucle6tido” se refiere a una molécula de acido nucleico (ARN
o ADN) preferiblemente de longitud menor que 100, 200, 300 o 400 nucleétidos.

Los agentes de ARN tratados en la presente memoria incluyen ARN no modificado de otra manera ademas de ARN
que se ha modificado, p.ej., para mejorar la eficacia, y polimeros de sustitutos de nucleésido. ARN no modificado se
refiere a una molécula en que los componentes del acido nucleico, especificamente azlcares, bases y restos
fosfato, son iguales o esencialmente iguales que los que se dan en la naturaleza, preferiblemente como se dan de
forma natural en el cuerpo humano. La técnica ha denominado raro o inusual, pero que se da de forma natural, los
ARN como ARN modificados, véase, p.ej., Limbach et al., (1994) Summary: the modified nucleosides of RNA,
Nucleic Acids Res. 22:2183-2196. Dichos ARN raros o inusuales, a menudos denominados ARN modificados
(aparentemente porque son tipicamente el resultado de una modificacién de forma post-transcripcional) estan dentro
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del término ARN no modificado, como se usa en la presente memoria. ARN modificado como se usa en la presente
memoria se refiere a una molécula en que uno o mas de los componentes del acido nucleico, especificamente
azlcares, bases, y restos fosfato, son diferentes de las que se dan en la naturaleza, preferiblemente diferentes de la
que se dan en el cuerpo humano. Aunque se les denomina como “ARN” modificados, incluiran por supuesto, debido
a la modificacion, moléculas que no son ARN. Los sustitutos de nucledsido son moléculas en que la estructura de
ribofosfato se sustituye con un constructo que no es ribofosfato que permite a las bases presentarse en la relacion
espacial correcta de manera que la hibridacion es esencialmente similar a la que se ve con una estructura de
ribofosfato, p.ej., miméticos no cargados de la estructura de ribofosfato. Ejemplos de todo lo anterior se tratan en la
presente memoria.

Mucha de la discusion posterior se refiere a moléculas monocatenarias. En muchas realizaciones descritas en la
presente memoria un agente de ARNi bicatenario, p.ej., un agente de ARNi parcialmente bicatenario, se necesita o
prefiere. Por consiguiente, se entiende que esas estructuras bicatenarias (p.ej., donde dos moléculas separadas se
ponen en contacto para formar la regién bicatenaria o donde la regién bicatenaria se forma por emparejamiento
intramolecular (p.ej., una estructura en horquilla)) hechas de las estructuras monocatenarias descritas a continuacién
estan en la presente descripcion. Se describen longitudes preferidas en otra parte en la presente memoria.

Como los &cidos nucleicos son polimeros de subunidades o0 monémeros, muchas de las modificaciones descritas a
continuacion se dan en una posicion que se repite en un &cido nucleico, p.ej., una modificacion de una base, 0 un
resto fosfato, o el O que no se une de un resto fosfato. En algunos casos la modificacion se dara en todas las
posiciones objeto en el &cido nucleico pero en muchos, de hecho en la mayoria de los casos no se dara. Por medio
de ejemplo, una modificaciéon puede darse solo en una posicién terminal 3’ 0 5’, puede darse solo en unas regiones
terminales, p.ej., en una posicién en un nucleétido terminal o en los uUltimos 2, 3, 4, 5 0o 10 nucledtidos de una
cadena. Puede darse una modificacion en una regién bicatenaria, una regién monocatenaria o en ambas. Puede
darse una modificacién solo en la region bicatenaria de un ARN o puede darse solo en una regién monocatenaria de
un ARN. P.ej., una modificacién de fosforotioato en una posicion O que no se une solo puede darse en uno o ambos
extremos, puede solo darse en unas regiones terminales, p.ej., en una posicién en un nucleétido terminal o en los
ultimos 2, 3, 4, 5 o 10 nucledtidos de una cadena, o puede darse en regiones bicatenarias y monocatenarias,
particularmente en los extremos. El extremo o extremos 5’ pueden fosforilarse.

En algunas realizaciones se prefiere particularmente, p.ej., mejorar la estabilidad, incluir bases particulares en
salientes, o incluir nucleodtidos modificados o sustitutos de nucleétidos, en salientes monocatenarios, p.ej., en un
saliente 5 0 3, 0 en ambos. P.ej., puede ser deseable incluir nucleétidos de purina en los salientes. En algunas
realizaciones todas o algunas de las bases en un saliente 3’ 0 5’ se modificaran, p.ej., con una modificacion descrita
en la presente memoria. Las modificaciones pueden incluir, p.ej., el uso de modificaciones en el grupo OH 2’ del
azucar ribosa, p.ej., el uso de desoxirribonucleétidos, p.ej., desoxitimida, en vez de ribonucledtidos, y modificaciones
en el grupo fosfato, p.ej., modificaciones de fosfotioato. Los salientes no necesitan ser homélogos con la secuencia
diana.

Las modificaciones y sustitutos de nucleétido se tratan a continuacion.

I o
- 5 ‘VSJ\J BASE
o
I W %OH (2 Om)

BASE
\‘_\\\\u“' '?:-?;-
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La estructura presentada anteriormente en la Férmula 1 representa una parte de un &cido ribonucleico. Los
componentes béasicos son el azlcar ribosa, la base, los fosfatos terminales y conectores fosfato internucledétidos.
Donde las bases son bases que se dan de forma natural, p.ej., adenina, uracilo, guanina o citosina, los azlcares son
azlcar ribosa con hidroxilo 2° no modificado (como se representa) y W, X, Y y Z son todos O, la Férmula 1
representa un oligorribonucleétido no modificado que se da de forma natural.

Los oligorribonucledtidos no modificados pueden ser menos que Optimos en algunas aplicaciones, p.ej., los
oligorribonucleétidos no modificados pueden ser propensos a la degradacion mediante p.ej., nucleasas celulares.
Las nucleasas pueden hidrolizar los enlaces fosfodiéster del acido nucleico. Sin embargo, las modificaciones
quimicas a uno o mas de los componentes de ARN anteriores pueden dar propiedades mejoradas, vy, p.€j., pueden
dar oligorribonuclettidos mas estables a las nucleasas. Los oligorribonucleétidos no modificados pueden ser
también menos que éptimos en términos de ofrecer puntos de anclaje para unir ligandos u otros restos a un agente
de ARNi.

Los acidos nucleicos modificados y sustitutos de nucleétido pueden incluir uno o mas de:

(i) alteracion, p.ej., sustitucién, de uno o ambos de los oxigenos fosfato que no se unen (X e Y) y/o de uno o mas de
los oxigenos de fosfato que se unen (W y Z) (cuando el fosfato esta en la posicién terminal, una de las posiciones W
0 Z no unird el fosfato a un elemento adicional en un acido ribonucleico que se da de forma natural. Sin embargo,
por simplicidad de terminologia, excepto donde se anote otra cosa, la posicion W en el extremo 5’ de un &cido
nucleico y la posicion Z terminal en el extremo 3’ de un acido nucleico, estan dentro del término “oxigenos fosfato
que se unen” como se usa en la presente memoria);

(i) alteracion, p.ej., sustitucion, de un constituyente del azdcar ribosa, p.ej., del hidroxilo 2' en el azucar ribosa, o
sustitucion completa del azicar ribosa con una estructura distinta de la ribosa, p.ej., como se describe en la presente
memoria;

(iii) sustitucion completa del resto fosfato (paréntesis I) con conectores “desfosfo”;
(iv) modificacién o sustitucion de una base que se da de forma natural;
(v) sustitucién o modificacion de la estructura ribosa-fosfato (paréntesis I);

(vi) modificacién del extremo 3’ o el extremo 5’ del ARN, p.ej., eliminacién, modificacion o sustituciéon de un grupo
fosfato terminal o conjugacion de un resto, p.ej., un resto marcado de forma fluorescente, o bien el extremo 3’ 0 5’ de
ARN.

Los términos sustitucion, modificacion, alteracion y similares, como se usan en este contexto, no implican ninguna
limitacién del proceso, p.ej., modificacion no significa que se deba empezar con un &cido ribonucleico de referencia o
que se dé de forma natural y modificarlo para producir un acido ribonucleico modificado sino que modificado
sencillamente indica una diferencia de una molécula que se da de forma natural.

Se entiende que la estructura electronica real de algunas entidades quimicas no pueden representarse de forma
adecuada solo por una forma canodnica (es decir, estructura de Lewis). Aunque sin desear estar atados por la teoria,
la estructura real puede ser en vez de eso algun hibrido o promedio ponderado de dos o méas formas canodnicas,
conocidas de forma colectiva como formas o estructuras de resonancia. Las estructuras de resonancia no son
entidades quimicas discreta y existen solo en el papel. Difieren las unas de las otras solo en la posiciéon o
“localizacion” de los electrones de enlace y no enlace para una entidad quimica particular. Puede ser posible para
una estructura de resonancia contribuir en un mayor grado al hibrido que las otras. Por consiguiente, las
descripciones escritas y graficas de las realizaciones descritas en la presente memoria estan hechas en términos de
lo que la técnica reconoce como la forma de resonancia predominante para una especie particular. Por ejemplo,
cualquier fosforoamidato (sustitucién de un oxigeno que no se une con nitrégeno) se representariapor X=0e Y =
N en la figura anterior.

Las modificaciones especificas se tratan en mas detalle a continuacion.
El grupo fosfato

El grupo fosfato es una especie cargada de forma negativa. La carga se distribuye igualmente sobre los dos atomos
de oxigeno no unidos (es decir, X e Y en la Formula 1 anterior). Sin embargo, el grupo fosfato puede modificarse
sustituyendo uno de los oxigenos con un sustituyente diferente. Un resultado de esta modificacion a las estructuras
fosfato de ARN puede ser resistencia aumentada del oligorribonucleétido a la ruptura nucleolitica. Por consiguiente,
aunque sin desear estar atados por la teoria, puede ser deseable en algunas realizaciones introducir alteraciones
que den por resultado o bien un conector no cargado o un conector cargado con distribucion de carga asimétrica.

Ejemplos de grupos fosfato modificado incluyen fosforotioato, fosforoselenatos, boranofosfatos, ésteres de
boranofosfatos, fosfonatos de hidrogeno, fosforoamidatos, alquil o arilfosfonatos y fosfotriésteres. Los
fosforoditioatos tienen ambos oxigenos no unidos sustituidos por azufre. A diferencia de la situacién donde solo uno
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de X o Y se altera, el centro de fésforo en los fosforoditioatos es aquiral lo que descarta la formacién de
diasteredmeros de oligorribonucle6tidos. La formacién de diasteredmeros puede dar por resultado una preparacion
en que los diasteredmeros individuales muestran resistencia variable a las nucleasas. Ademas, la afinidad de
hibridacion del ARN que contiene grupos fosfato quirales puede ser menor respecto a las especies de ARN no
modificadas correspondientes. Por consiguiente, aunque sin desear estar atados por la teoria, las modificaciones
tanto de X e Y que eliminan el centro quiral, p.ej., la formacion de fosforoditioato, puede ser deseable en que no
pueden producir mezclas de diastereémeros. Por consiguiente, X puede ser cualquiera de S, Se, B, C, H, Nu OR (R
es alquilo o arilo). Por consiguiente Y puede ser cualquiera de S, Se, B, C, H, N u OR (R es alquilo o arilo). La
sustitucion de X y/o Y con azufre se prefiere.

El conector fosfato puede modificarse también por sustitucion de un oxigeno de unién (es decir, W o Z en la Férmula
1) con nitrégeno (fosforoamidatos con puente), azufre (fosforoamidatos con puente) y carbono (metilenofosfonatos
con puente). La sustitucion puede darse en un oxigeno terminal (posicion W (3’) o posiciéon Z (5°). La sustitucién de
W con carbono o Z con nitrégeno se prefiere.

Los agentes candidatos pueden evaluarse para la adecuidad como se describe a continuacién.
El grupo azucar

Un ARN modificado puede incluir la modificacion de todos o algunos de los grupos de azucar del acido ribonucleico.
P.ej., el grupo hidroxilo 2’ (OH) puede modificarse o sustituirse con un nimero de diferentes sustituyentes “oxi” o
“desoxi”. Aunque sin estar atados por la teoria, se espera estabilidad mejorada ya que el hidroxilo ya no puede
desprotonarse para formar un ién alcéxido 2'. El alcéxido 2’ puede catalizar la degradacion por ataque nucledfilo
intramolecular en el atomo de fésforo del conector. De nuevo, aunque sin desear estar atados por la teoria, puede
ser deseable para algunas realizaciones introducir alteraciones en que la formacion de alcéxido en la posicién 2° no
es posible.

Ejemplos de modificaciones del grupo hidroxilo 2’ con “oxi” incluyen alcoxi o ariloxi (OR, p.ej., R = H, alquilo,
cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o azlcar); polietilenglicoles (PEG), O(CH2CH20)nCH2CH20R; &cidos
nucleicos “bloqueados” (LNA) en que el hidroxilo 2’ esta conectado, p.ej., por un puente metileno, al carbono 4’ del
mismo azucar ribosa; O-AMINA (AMINA = NH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino,
heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina, poliamino) y aminoalcoxi, O(CH2)nAMINA, (p.€j., AMINA = NH2;
alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino, etilendiamina,
poliamino). Es digno de menciéon que los oligonucledtidos que contienen solo el grupo metoxietilo (MOE),
(OCH2CH20CHs3, un derivado de PEG), muestran estabilidades a la nucleasa comparables con los modificados con
la fuerte modificacion de fosforotioato.

Las modificaciones “desoxi” incluyen hidrégeno (es decir, azicares desoxirribosa, que son de particular importancia
para las partes salientes de ARN parcialmente bc); halo (p.ej., fluoro); amino (p.ej., NHz; alquilamino, dialquilamino,
heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino o aminoé&cido); NH(CH2CH2NH)nCH2CHo-
AMINA (AMINA = NH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino o
diheteroarilamino), -NHC(O)R (R = alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heteroarilo o azlcar), ciano; mercapto; alquil-
tioalquilo; tioalcoxi; y alquilo, cicloalquilo, arilo, alquenilo y alquinilo, que puede estar opcionalmente sustituido con
p.ej., una funcionalidad amino. Sustituyentes preferidos son 2’-metoxietilo, 2'-OCHs, 2’-O-alilo, 2’-C-alilo, y 2’-fluoro.

El grupo azicar puede contener ademas uno o mas carbonos que posean la configuracion estereoquimica contraria
que la del carbono correspondiente en la ribosa. Por consiguiente, un ARN modificado puede incluir nucleétidos que
contienen p.ej., arabinos, como el azicar.

Los ARN modificados pueden incluir también azlcares “abasicas”, que carecen de una nucleobase en C-1'. Estos
azucares abasicos pueden también contener adicionalmente modificaciones en uno o méas de los atomos de azucar
constituyentes.

Para maximizar la resistencia a la nucleasa, las modificaciones 2’ pueden usarse en combinaciéon con una o mas
modificaciones del conector fosfato (p.ej., fosforotioato). Los denominados oligonucleétidos “quiméricos” son los que
contienen dos 0 mas modificaciones diferentes.

La modificacién puede ademas implicar la sustitucion completa de una estructura ribosa con otra entidad en uno o
mas sitios en el agente de ARNi. Estas modificaciones se describen en la seccion titulada Sustituciones de ribosa
por SMSRs.

Las modificaciones candidatas pueden evaluarse como se describe a continuacion.
Sustitucion del grupo fosfato

El grupo fosfato puede sustituirse por conectores que no contienen fosforo (cf. paréntesis | en la Férmula 1 anterior).
Aunque sin desear estar atados por la teoria, se cree que como el grupo fosfodiéster cargado es el centro de
reaccion en la degradacion nucleolitica, su sustitucion con miméticos estructurales neutros daria una estabilidad a la
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nucleasa mejorada. De nuevo, aunque sin desear estar atados por la teoria, puede ser deseable, en alguna
realizacién, introducir alteraciones en que el grupo fosfato cargado se sustituye por un resto neutro.

Ejemplos de restos que pueden sustituir al grupo fosfato incluyen siloxano, carbonato, carboximetilo, carbamato,
amida, tioéter, conector de 6xido de etileno, sulfonato, sulfonamida, tioformacetal, formacetal, oxima, metilenoimino,
metilenometilimino, metilenohidrazo, metilenodimetilhidrazo y metilenooximetilimino. Las sustituciones preferidas
incluyen los grupos metilenocarbonilamino y metilenometilimino.

Las modificaciones candidatas pueden evaluarse como se describe a continuacion.
Sustitucion de la estructura de ribofosfato

También pueden construirse estructuras que mimetizan oligonucleétidos en las que el conector fosfato y el azucar
ribosa se sustituyen por sustitutos de nucledsido o nucleétido resistentes a la nucleasa (véase el Paréntesis Il de la
férmula 1 anterior). Aunque sin desear estar atados por la teoria, se cree que la ausencia de una estructura cargada
de forma repetitiva disminuye la union a las proteinas que reconocen polianiones (p.ej., nucleasas). De nuevo,
aunque sin desear estar atados por la teoria, puede ser deseable en alguna realizacién introducir alteraciones en
que las bases estan ancladas por una estructura sustituta neutra.

Los ejemplos incluyen sustitutos de nucledsido mofilina, ciclobutilo, pirrolidina y acido peptidonucleico (PNA). Un
sustituto preferido es un sustituto de PNA.

Las modificaciones candidatas pueden evaluarse como se describe a continuacion.
Modificaciones terminales

Los extremos 3’ y 5’ de un oligonucleétido pueden modificarse. Dichas modificaciones pueden ser en el extremo 3’,
el extremo 5 0 ambos extremos de la molécula. Pueden incluir la modificacion o sustitucion de un fosfato terminal
entero o de uno o mas de los atomos del grupo fosfato. P.gj., los extremos 3’ y 5’ de un oligonucleétido pueden
conjugarse a otras entidades moleculares funcionales tales como restos de marcaje, p.ej., fluoréforos (p.ej., pireno,
TAMRA, fluoresceina, tintes Cy3 o Cy5) o grupos protectores (basados p.ej., en azufre, silicio, boro o éster). Las
entidades moleculares funcionales pueden unirse al azucar a través de un grupo fosfato y/o un espaciador. El &tomo
terminal del espaciador puede conectar con o sustituir al &tomo de unién del grupo fosfato o el grupo O, N, S o C de
C-3’ o C-5’ del azucar. De forma alternativa, el espaciador puede conectar con o sustituir el &tomo terminal de un
sustituto de nucleétido (p.ej., PNAs). Estos espaciadores o conectores pueden incluir p.ej., -(CH2)n-, -(CH2)nN-, -
(CH2)nO-, -(CH2)nS-, O(CH2CH20)nCH2CH20H (p.ej., n=3 o 6), azlcares abasicos, amida, carboxi, amina, oxiamina,
oxiimina, tioéter, disulfuro, tiourea, sulfonamida o morfolino, o reactivos de biotina y fluoresceina. Cuando una matriz
espaciador/fosfato-entidad molecular funcional-espaciador/fosfato se interpone entre dos cadenas de agentes de
ARNi, esta matriz puede sustituirse por un bucle de ARN en horquilla en un agente de ARN tipo horquilla. El extremo
3’ puede ser un grupo —OH. Aunque sin desear estar atados por la teoria, se cree que la conjugacion de ciertos
restos puede mejorar las propiedades de transporte, hibridacion y especificidad. De nuevo, aunque sin desear estar
atados por la teoria, puede ser deseable introducir alteraciones terminales que mejoren la resistencia a la nucleasa.
Otros ejemplos de modificaciones terminales incluyen tintes, agentes de intercalado (p.ej., acridinas), agentes de
reticulado (p.ej., psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina, Safirina), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (p.ej., fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (p.ej., EDTA), vehiculos lipéfilos (p.ej.,
colesterol, acido cdlico, acido adamantano-acético, acido 1-pirenobutirico, dihidrotestosterona, 1,3-bis-
O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo heptadecilo,
acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocélico, acido O3-(oleoil)colénico, dimetoxitritilo, o fenoxazina) y
conjugados peptidicos (p.ej., péptido antennapedia, péptido Tat), agentes alquilantes, fosfato, amino, mercapto, PEG
(p-ej., PEG-40K), MPEG, [MPEG]2, poliamino, alquilo, alquilo sustituido, marcadores radiomarcados, enzimas,
haptenos (p.ej., biotina), facilitadores de transporte/absorcion (p.ej., aspirina, vitamina E, acido félico), ribonucleasas
sintéticas (p.ej., imidazol, bisimidazol, histamina, agrupaciones de imidazol, conjugados de acridina-imidazol,
complejos de Eu3+ de tetraazamacrociclos).

Pueden anadirse modificaciones terminales por un nimero de razones, que incluyen como se trata en otra parte en
la presente memoria, modular la actividad o modular la resistencia a la degradacion. Las modificaciones terminales
utiles para modular la actividad incluyen la modificacion del extremo 5’ con fosfato o analogos de fosfato. P.ej., en
realizaciones preferidas los agentes de ARNi, especialmente las cadenas antisentido, estan 5’ fosforiladas o incluyen
un analogo de fosforilo en el extremo primero 5’. Las modificaciones 5’-fosfato incluyen las que son compatibles con
el silenciamiento génico mediado por RISC. Las modificaciones adecuadas incluyen: 5’-monofosfato ((HO)2(O)P-O-
5’); 5-difosfato ((HO)2(O)P-O-P(HO)(0)-0-5); 5'-trifosfato ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0-5’); casquete 5'-
guanosina (7-metilado o no metilado) (7m-G-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-0O-5’); casquete 5-adenosina
(Appp), y cualquier estructura en casquete de nucleétido modificado o no modificado (N-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-
O-P(HO)(0)-0-5’); 5-monotiofosfato  (fosforotioato; (HO)2(S)P-O-5);  5’-monoditiofosfato  (fosforoditioato;
(HO)(HS)(S)P-0O-5), 5'-fosforotiolato ((HO)2(O)P-S-5’); cualquier combinacion adicional de monofosfato, difosfato y
trifosfatos sustituidos con oxigeno/azufre (p.ej., 5-alfa-tiotrifosfato, 5’-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5’-fosforamidatos
((HO)2(O)P-NH-5’, (HO)(NH2)(O)P-O-5’), 5-alquilfosfonatos (R=alquilo=metilo, etilo, isopropilo, propilo, etc., p.ej.,
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RP(OH)(O)-0-5'-, (HO)2(O)P-5’-CH2-), 5'-alquileterfosfonatos (R=alquiléter=metoximetilo (MeOCH2-), etoximetilo,
etc., p.ej., RP(OH)(0)-0-5"-).

Las modificaciones terminales pueden ser también Utiles para monitorizar la distribucion, y en dichos casos los
grupos preferidos a anadir incluyen fluoréforos, p.ej., fluroesceina o un tinte Alexa, p.ej., Alexa 488. Las
modificaciones terminales pueden ser también Utiles para mejorar la absorcién, modificaciones Utiles para esto
incluyen el colesterol. Las modificaciones terminales pueden ser también Utiles para reticular un agente de ARN a
otro resto; las modificaciones utiles para esto incluyen mitomicina C.

Las modificaciones candidatas pueden evaluarse como se describe a continuacion.
Las bases

Adenina, guanina, citosina y uracilo son las bases mas comunes encontradas en el ARN. Estas bases pueden
modificarse o sustituirse para proporcionar ARN que tienen propiedades mejoradas. P.ej., pueden prepararse
oligorribonucleétidos resistentes a la nucleasa con estas bases o con nucleobases sintéticas y naturales (p.ej.,
inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina, isoguanisina o tubercidina) y cualquiera de las modificaciones
anteriores. De forma alternativa, los analogos sustituidos o modificados de cualquiera de las bases anteriores, p.ej.,
“bases inusuales” y “bases universales” descritas en la presente memoria, pueden emplearse. Los ejemplos incluye
sin limitacién 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados
de alquilo de adenina y guanina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina,
5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-halouracilo, 5-(2-aminopropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo, 8-halo, amino, tiol,
tioalquilo, hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas 5-
sustituidas, 7-metilguanina, pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que
incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina, dihidrouracilo, 3-desaza-5-azacitosina, 2-
aminopurina, 5-alquiluracilo, 7-alquilguanina, 5-alquilcitosina, 7-desazaadenina, N6,N6-dimetiladenina, 2,6-
diaminopurina, 5-amino-alil-uracilo, N3-metiluracilo, 1,2,4-triazoles sustituidos, 2-piridinona, 5-nitroindol, 3-nitropirrol,
5-metoxiuracilo, acido uracil-5-oxiacético, 5-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 5-metoxicarbonilmetil-2-
tiouracilo, 5-metilaminometil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N*-
acetilcitosina, 2-tiocitosina, N6-metiladenina, N6-isopentiladenina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, N-metilguaninas,
0 bases O-alquiladas. Purinas y pirimidinas adicionales incluyen las descritas en la Patente de EE.UU. ndm.
3.687.808, las descritas en la Concise Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas 858-859,
Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990, y las descritas por Englisch et al., Angewandte Chemie, Edicion
internacional, 1991, 30, 613.

Generalmente, los cambios de bases se prefieren menos para promover la estabilidad, pero pueden ser Utiles por
otras razones, p.ej., algunas, p.ej., 2,6-diaminopurina y 2-aminopurina, son fluorescentes. Las bases modificadas
pueden reducir la especificidad de la diana. Esto deberia tenerse en cuenta en el disefio de los agentes de ARNi.

Las modificaciones candidatas pueden evaluarse como se describe a continuacion.
Evaluacion de ARN candidatos

Se puede evaluar un agente de ARN candidato, p.ej., un ARN modificado, por una propiedad seleccionada
exponiendo al agente o molécula modificada y una molécula de control a las condiciones apropiadas y evaluando la
presencia de la propiedad seleccionada. Por ejemplo, la resistencia a un degradante puede evaluarse como sigue.
Un ARN modificado candidato (y preferiblemente una molécula de control, normalmente la forma no modificada)
pueden exponerse a condiciones degradativas, p.ej., exponerse a un medio, que incluye un agente degradativo,
p.ej., una nucleasa. P.ej., se puede usar una muestra bioldgica, p.ej., una que es similar a un medio, que puede
encontrarse, en uso terapéutico, p.ej., sangre o una fraccion celular, p.ej., un homogeneizado libre de células o
células alteradas. El candidato y el control podrian evaluarse entonces para la resistencia a la degradacién por
cualquiera de un nuamero de enfoques. Por ejemplo, el candidato y el control podrian marcarse, preferiblemente
antes de la exposicion, con p.ej., una marca radioactiva o enzimatica, o una marca fluorescente, tal como Cy3 o Cy5.
El control y el ARN modificado pueden incubarse con el agente degradativo, y opcionalmente un control, p.ej., un
agente degradativo inactivado, p.gj., inactivado por calor. Se determina entonces un parametro fisico, p.ej., tamafio,
de las moléculas modificada y de control. Pueden determinarse por un método fisico, p.ej., mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida o una columna de exclusion molecular, para evaluar si la molécula ha mantenido su longitud
original, o la funcionalidad evaluada. De forma alternativa, puede usarse el analisis de electroinmunotransferencia de
Northern para evaluar la longitud de una molécula modificada no marcada.

Un ensayo funcional puede usarse también para evaluar el agente candidato. Un ensayo funcional puede aplicarse
inicialmente o después de un ensayo no funcional anterior, (p.ej., ensayo para la resistencia a la degradacion) para
determinar si la modificacion altera la capacidad de la molécula de silenciar la expresion génica. Por ejemplo, una
célula, p.ej., una célula de mamifero, tal como una célula de ratbn o humana, puede co-transfectarse con un
plasmido que expresa una proteina fluorescente, p.ej., GFP, y un agente de ARN candidato homélogo al transcrito
que codifica la proteina fluorescente (véase, p.ej., el documento WO 00/44914). Por ejemplo, un ARNbc modificado
homologo al ARNm de GFP puede ensayarse para la capacidad de inhibir la expresion de GFP monitorizando una
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disminucion en la fluorescencia de la célula, en comparacion con una célula de control, en que la transfeccién no
incluy6 el ARNbc candidato, p.ej., controles sin agente afadido y/o controles con un ARN no modificado afadido. La
eficacia del agente candidato en la expresién génica puede evaluarse comparando la fluorescencia de la célula en
presencia de los agentes de ARNbc modificado y no modificado.

En un ensayo funcional alternativo, un agente de ARNbc candidato homoélogo a un gen de raton endogeno,
preferiblemente un gen que se expresa de forma materna, tal como ¢c-mos, puede inyectarse en un ovocito de ratén
inmaduro para evaluar la capacidad del agente para inhibir la expresion génica in vivo (véase, p.€j., el documento
WO 01/36646). Un fenotipo del ovocito, p.ej., la capacidad de mantener la detencién en la metafase Il, puede
monitorizarse como un indicador de que el agente esta inhibiendo la expresion. Por ejemplo, la escision del ARNm
de c-mos por un agente de ARNbc provocaria que el ovocito saliera de la detencion de la metafase e iniciara el
desarrollo partenogenético (Colledge et al., Nature 370:65-68, 1994; Hashimoto et al., Nature, 370:68-71, 1994). El
efecto del agente modificado en los niveles de ARN diana puede verificarse por electroinmunotransferencia de
Northern para evaluar una disminucion en el nivel del ARNm diana, o por electroinmunotransferencia de Western
para evaluar una disminucion en el nivel de la proteina diana, en comparacién con un control negativo. Los controles
pueden incluir células en que no se afiade agente y/o células en que se afiade un ARN no modificado.

Referencias
Referencias generales

Los oligorribonucleétidos y oligorribonucledsidos usados de acuerdo con esta descripcion pueden estar con sintesis
en fase soélida, véase por ejemplo “Oligonucleotide synthesis, a practical approach”, Ed. M.J. Gait, IRL Press, 1984;
“Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach”, Ed. F. Eckstein, IRL Press, 1991 (especialmente el
Capitulo 1, Modern machine-aided methods of oligodeoxyribonucleotide synthesis, Capitulo 2, Oligoribonucleotide
synthesis, Capitulo 3, 2’-O—Methyloligoribonucleotide-s: synthesis and applications, Capitulo 4, Phosphorothioate
oligonucleotides, Capitulo 5, Synthesis of oligonucleotide phosphorodithioates, Capitulo 6, Synthesis of oligo-2-
deoxyribonucleoside methylphosphonates, y Capitulo 7, Oligodeoxynucleotides containing modified bases. Otros
procedimientos sintéticos, reactivos, grupos bloqueantes y condiciones de reaccion particularmente utiles se
describen en Martin, P., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-504; Beaucage, S.L. e lyer, R.P., Tetrahedron, 1992, 48,
2223-2311 y Beaucage, S.L. e lyer, R.P., Tetrahedron, 1993, 49, 6123-6194, o referencias indicadas en ellos.

La modificacion descrita en los documentos WO 00/44895, WO 01/75164 o WO 02/44321 puede usarse en la
presente memoria.

Referencias del grupo fosfato

La preparacién de oligorribonucleétidos fosfinato se describe en la Patente de EE.UU. nim. 5.508.270. La
preparacion de oligorribonucledtidos de fosfonato de alquilo se describe en la Patente de EE.UU. num. 4.469.863. La
preparacion de oligorribonucleétidos de fosforamidita se describe en la Patente de EE.UU. 5.256.775 o la Patente de
EE.UU. nim. 5.366.878. La preparacién de oligorribonucleétidos de fosfotriéster se describe en la Patente de
EE.UU. nim. 5.023.243. La preparacion de oligorribonucleétido de boranofosfato se describe en las Patentes de
EE.UU. nums. 5.130.302 y 5.177.198. La preparacion de oligorribonucleétidos de 3’-desoxi-3’-amino fosforamidato
se describe en la Patente de EE.UU. nim. 5.476.925. Los oligorribonucleétidos de 3’-desoxi-3’-metilenofosfonato se
describe en An, H, et al. J. Org. Chem. 2001, 66, 2789-2801. La preparacion de nucleétidos con puentes de azufre
se describe en Sproat et al. Nucleosides Nucleotides 1988, 7.651 y Crosstick et al., Tetrahedron Lett. 1989, 30,
4693.

Referencias del grupo azucar

La modificaciones a las modificaciones 2’ pueden encontrarse en Verma, S. et al., Annu. Rev. Biochem. 1998, 67,
99-134 y todas las referencias en ella. Las modificaciones especificas a la ribosa pueden encontrarse en las
siguientes referencias: 2’-fluoro (Kawasaki et al., J. Med. Chem., 1993, 36, 831-841), 2’-MOE (Martin, P. Helv. Chim.
Acta 1996, 79, 1930-1938), “LNA” (Wengel, J. Acc. Chem. Res. 1999, 32, 301-310).

Referencias de la sustitucion del grupo fosfato

Los oligorribonucleésidos unidos a metilenometilimino, también identificados en la presente memoria como
oligorribonucledsidos unidos a MM, oligorribonucledsidos unidos a metilendimetilhidrazo, también identificados en la
presente memoria como oligorribonucledsidos unidos a MDH, y oligonucledsidos unidos a metilenocarbonilamino,
también identificados en la presente memoria como oligorribonucledsidos unidos a amida-3, y oligonucledsidos
unidos a metilenoaminocarbonilo, también identificados en la presente memoria como oligorribonucledsidos unidos a
amida-4 ademas de compuestos estructurales mezclados que tienen, por ejemplo, uniones alternas MMl y PO o PS
pueden prepararse como se describe en las Patentes de EE.UU. nims. 5.378.825, 5.386.023, 5.489.677 y en las
solicitudes PCT publicadas PCT/US92/04294 y PCT/US92/04305 (publicadas como los documentos WO 92/20822 y
WO 92/20823, respectivamente). Los oligorribonucledsidos unidos a formacetal y tioformacetal pueden prepararse
como se describe en las Patentes de EE.UU. nims. 5.264.562 y 5.264.564. Los oligorribonucleésidos unidos a 6xido
de etileno pueden prepararse como se describe en la Patente de EE.UU. nim. 5.223.618. Las sustituciones de
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siloxano se describen en Cormier, J.F et al., Nucleic Acids Res. 1988, 16, 4583. Las sustituciones de carbonato se
describen en Tittensor, J.R. J. Chem. Soc. C 1971, 1933. Las sustituciones de carboximetilo se describen en Edge,
M.D. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 1972, 1991. Las sustituciones de carbamato se describen en Stirchak,
E.P. Nucleic Acids Res. 1989, 17, 6129.

Referencias de la sustitucién de la estructura de fosfato-ribosa

Los compuestos sustitutos de azlcar ciclobutilo pueden prepararse como se describe en la Patente de EE.UU. num.
5.359.044. El sustituto de azucar pirrolidina puede prepararse como se describe en la Patente de EE.UU. nam.
5.519.134. Los sustitutos de azdcar morfolino pueden prepararse como se describen en las Patentes de EE.UU.
nams. 5.142.047 y 5.235.033, y otras descripciones de patente relacionadas. Los acidos peptidonucleicos (PNA) se
conocen per se y pueden prepararse de acuerdo con cualquiera de los diversos procedimientos indicados en
Peptide Nucleic Acids (PNA): Synthesis, Properties and Potential Applications, Bioorganic & Medicinal Chemistry,
1996, 4, 5-23. Pueden también prepararse de acuerdo con la Patente de EE.UU. num. 5.539.083.

Referencias de la modificacion terminal

Las modificaciones terminales se describen en Manoharan, M. et al., Antisense and Nucleic Acid Drug Development
12, 103-128 (2002) y referencias en ello.

Referencias de bases

Las amiditas de nucleésido de purina N-2 sustituidas pueden prepararse como se describe en la Patente de EE.UU.
nam. 5.459.255. Las amiditas de nucleédsido de 3-desaza-purina pueden prepararse como se describe en la Patente
de EE.UU. nim. 5.457.191. Las amiditas de nucle6sido de pirimidina 5,6-sustituida pueden prepararse como se
describe en la Patente de EE.UU. nim. 5.614.617. Las amiditas de nucledsido de 5-propinil-pirimidina pueden
prepararse como se describe en la Patente de EE.UU. nim. 5.484.908. Pueden describirse referencias adicionales
en la seccién anterior en modificaciones de base.

Agentes de ARNi preferidos

Los agentes de ARN preferidos tienen la siguiente estructura (véase la Férmula 2 posterior):

Ry

-
=
=

Rg

‘-C
-
=
Ay

FORMULA 2
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En referencia a la Férmula 2 anterior, R', R? y R® son cada uno, independientemente, H, (es decir, nucledtidos
abésicos), adenina, guanina, citosina y uracilo, inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina, tubercidina,
isoguanisina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros
derivados de alquilo de adenina y guanina, 5-haloruacilo y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo,
citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-halouracilo, 5-(2-aminipropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo,
adeninas y guaninas 8-sustituidas con 8-halo, amino, tiol, tioalquilo, hidroxilo y otros, uracilos y citosinas 5-
sustituidas con 5-trifluorometilo y otros, 7-metilguanina, pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6
y O-6 sustituidas, que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina, dihidrouracilo, 3-desaza-
5-azacitosina, 2-aminopurina, 5-alquiluracilo, 7-alquilguanina, 5-alquilcitosina, 7-desazaadenina, 7-desazaguanina,
N6,N6-dimetiladenina, 2,6-diaminopurina, 5-amino-alil-uracilo, N3-metiluracilo, 1,2,4-triazoles sustituidos, 2-
piridinona, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, 5-metoxiuracilo, acido uracil-5-oxiacético, 5-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metil-2-
tiouracilo, 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracilo, 5-metilaminometil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo, 3-
metilcitosina, 5-metilcitosina, N*-acetilcitosina, 2-tiocitosina, N6-metiladenina, N6-isopentiladenina, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, N-metilguaninas, o bases O-alquiladas.

R*, R5y R® son cada uno, independientemente, OR8, O(CH2CH20)mCH2CH20R8; O(CH2)nR®; O(CH2)nOR®, H; halo;
NHz; NHR®; N(R®)2; NH(CH2CH2NH)mCH2CH2NHR?®; NHC(O)R8; ciano; mercapto; SRE; alquil-tio-alquilo; alquilo,
aralquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquenilo, alquinilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido con halo, hidroxi, oxo, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino, alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino, acilamino, alquilcarbamoilo,
arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo, alcanosulfonamido,
arenosulfonamido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano, o ureido; o R*, R5 o R® juntos combinan con R
para formar un puente [-O-CH2-] unido de forma covalente entre los carbonos 2’ y 4’ del azlcar.

Al es:

Wy
:":1:F|I_Y1

1 |
){.IZT—YT = }.‘,1_—I|:'=—-Y,

W-| z‘ Z!

o | |

Xy—=P—Y, =P —Y, Xy=—==P—Y,

i
i
44

H; OH; OCHs; W'; un nucleétido abasico; o ausente;

(un A" preferido, especialmente con respecto a cadenas antisentido, se elige de 5’-monosfofato ((HO)2(O)P-0-5'), 5'-
difosfato  ((HO)2(O)P-O-P(HO)(0)-O-5’), 5'-trifosfato  ((HO)2(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(0)-O-5’), casquete 5'-
guanosina (7-metilado o no metilado) (7m-G-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-O-P(HO)(O)-P-5’), casquete 5-adenosina
(Appp), y cualquier estructura de casquete de nucleétido modificado o no modificado (N-O-5’-(HO)(O)P-O-(HO)(O)P-
O-P(HO)(0)-0-5’), 5-monotiofosfato  (fosforotioato;  (HO)2(S)P-O-5’), 5’-monoditiofosfato  (fosforoditioato;
(HO)(HS)(S)P-0-5), 5'-fosforotiolato ((HO)2(O)P-S-5’); cualquier combinacion adicional de monosfosfato, difosfato y
trifosfatos sustituidos con oxigeno/azufre (p.ej., 5-alfa-tiotrifosfato, 5-gamma-tiotrifosfato, etc.), 5-fosforamidatos
((HO)2(O)P-NH-5’, (HO)(NH2)(O)P-O-5’, 5’-alquilfosfonatos (R=alquilo=metilo, etilo, isopropilo, propilo, etc., p.gj.,
RP(OH)(0O)-0-5’, (OH)2(O)P-5’-CHz2-), 5’-alquileterfosfonatos (R=alquiléter=metoximetilo (MeOCHz2-), etoximetilo, etc.,
p.ej., RP(OH)(O)-O-5-)).

AZ es:
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Zs
Xy=——=P—Y,

Zy
A3 es:

Za

Zs
Y
A% es:
il
|
X4 —[i"—"l"q
Z 4?
‘ Ky—P—Y, = KrL:T'—"Yd
Wi 74 Z4
| o |
==t —Na Xy—P—Y, K4=T .
5 l !

H; Z4; un nucle6tido invertido; un nucleotido abéasico; o ausente.

W' es OH, (CH2)nR™®, (CHz)aNHR, (CH2):OR'®, (CH2):SR®; O(CHz)nR'%; O(CH2)nOR®, O(CH2)aNR'®, O(CHz)sSR'®;
O(CH2)nSS(CH2)nOR'?, O(CH2)nC(O)OR™°, NH(CH2)nR'%; NH(CH2)nNR'%; NH(CH2)nOR'0, NH(CH2),SR'%; S(CH2)nR'°,
S(CH2)nNR10, S(CH2)nOR?, S(CH2)nSR10, O(CH2CH20)mCH2CH20R1?; O(CH2CH20)mCH2CH2NHR1,
NH(CH2CH2NH)mCH2CH2NHR1%; Q-R', O-Q-R'9, N-Q-R'?, S-Q-R'° 0 —O-. W* es O, CHz, NH 0 S.

X1, X2, X3, y X* son cada uno, independientemente, O 0 S.

Y1, Y2, Y3, e Y* son cada uno, independientemente, OH, O, OR8, S, Se, BHs", H, NHR®, N(R®)2, alquilo, cicloalquilo,
aralquilo, arilo, o heteroarilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

Z', 72, y Z3 son cada uno independientemente O, CHz2, NH o S. Z* es OH, (CH2)nR'%, (CH2)aNHR'%, (CH2)sOR'°,
(CH2)nSR1%; O(CH2)nR'®%; O(CH2)iOR™, O(CHz)aNR™, O(CH2)nSR', O(CH2)sSS(CH2)sOR™, O(CHz):C(O)OR!™:
NH(CH2)aR'%; NH(CHz)aNR'%; NH(CH2)sOR™®, NH(CHz2)nSR1%; S(CH2)nR'®, S(CH2)aNR'?, S(CH2)sOR®, S(CH2).SR1®,
O(CH2CH20)mCH2CH20R™, O(CH2CH20)mCH2CHzNHR™, NH(CH2CH2NH)mCH2CH2NHR™; Q-R19, 0-Q-R™0 N-Q-
R0, S-Q-R'°.

x es 5-100, elegido para cumplir con una longitud para un agente de ARN descrito en la presente memoria.
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R” es H; o se combina con R*, R® o R para formar un puente [-O-CHz-] unido de forma covalente entre los carbonos
2’y 4’ del azucar.

R8 es alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo, heteroarilo, aminoacido, o azlicar; R® es NHz, alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino, o aminoacido; y R'® es H;
fluoréforo (pireno, TAMRA, fluroesceina, tintes Cy3 o Cy5); azufre, silicio, boro o grupo protector éster; agente de
intercalado (p.ej., acridinas), agentes de reticulado (p.ej., psoraleno, mitomicina C), porfirinas (TPPC4, texafirina,
Safirina), hidrocarburos aromaticos policiclicos (p.ej., fenazina, dihidrofenazina), endonucleasas artificiales (p.e;j.,
EDTA), vehiculos lipéfilos (colesterol, acido colico, acido adamantanoacético, &cido 1-pirenobutirico,
dihidrotestosterona, 1,3-bis-O(hexadecil)glicerol, grupo geraniloxihexilo, hexadecilglicerol, borneol, mentol, 1,3-
propanodiol, grupo heptadecilo, acido palmitico, acido miristico, acido O3-(oleoil)litocélico, acido O3-(oleoil)colénico,
dimetoxitritilo o fenoxazina) y conjugados peptidicos (p.gj., péptido antennapedia, péptido Tat), agentes alquilantes,
fosfato, amino, mercapto, PEG (p.ej., PEG-40K), MPEG, [MPEG]2, poliamino; alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo,
heteroarilo; marcadores radiomarcados, enzimas, haptenos (p.ej., biotina), facilitadores de transporte/absorcion
(p.ej., aspirina, vitamina E, &cido félico), ribonucleasas sintéticas (p.ej., imidazol, bisimidazol, histamina,
agrupaciones de imidazol, conjugados de acridina-imidazol, complejos de Eu3+ de tetraazamacrociclos); o un
agente de ARN. m es 0-1.000.000, y n es 0-20. Q es un espaciador seleccionado del grupo que consiste en azucar
abasica, amida, carboxi, oxiamina, oxiimina, tioéter, disulfuro, tiourea, sulfonamida o morfolino, reactivos de biotina o
fluoresceina.

Los agentes de ARN preferidos en que el grupo fosfato entero se ha sustituido tienen la siguiente estructura (véase
la Férmula 3 posterior):

A“]
Rao
o]
Ry
r——t‘.!-:—r x r:-;
= =
Aag Rao

Rag
O
Ryg

=

e =
s -
=

A3 Reg
Rag
o
Ry
ﬁ-‘-‘m {,R;{;.
FORMULA 3

En referencia a la Formula 3, A'10-A% gs L-G-L; A'® y/o A* pueden estar ausentes, en que L es un conector, en el
que uno de ambos L pueden estar presentes o ausentes y se selecciona del grupo que consiste en CH2(CH2)g;
N(CHz)q; O(CHz)g; S(CH2)g. G es un grupo funcional seleccionado del grupo que consiste en siloxano, carbonato,
carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, conector de O6xido de etileno, sulfonato, sulfonamida, tioformacetal,
formacetal, oxima, metilenimino, metilenometilimino, metilenohidrazo, metilenodimetilhidrazo y metilenoximetilimino.

R0, R20 y R3¢ son cada uno, independientemente, H, (es decir, nucledtidos abasicos), adenina, guanina, citosina y
uracilo, inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina, tubercidina, isoguanisina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros
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derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 5-halouracilo
y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-
halouracilo, 5-(2-aminopropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo, adeninas y guaninas 8-sustituidas con 8-halo, amino, tiol,
tioalquilo, hidroxilo y otros, uracilos y citosinas 5-sustituidas con 5-trifluorometilo y otros, 7-metilguanina, pirimidinas
5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina, dihidrouracilo, 3-desaza-5-azacitosina, 2-aminopurina, 5-alquiluracilo, 7-
alquilguanina, 5-alquilcitosina, 7-desazaadenina, 7-desazaguanina, N6,N6-dimetiladenina, 2,6-diaminopurina, 5-
amino-alil-uracilo, N3-metiluracilo, 1,2,4-triazoles sustituidos, 2-piridinona, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, 5-metoxiuracilo,
acido uracil-5-oxiacético, 5-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 5-metoxicarbonilmetil-2-tiouracilo, 5-
metilaminometil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N*-acetilcitosina, 2-
tiocitosina, N6-metiladenina, N6-isopentiladenina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, N-metilguaninas, o bases O-
alquiladas.

R4, R y R8% gon cada uno, independientemente, OR8, O(CH2CH20)mCH2CH20R8; O(CH2)nR?; O(CH2)nOR?, H;
halo; NHz2; NHR8; N(R8)2; NH(CH2CH2NH)WCH2CH2R?; NHC(O)R8; ciano; mercapto; SR’; alquil-tio-alquilo; alquilo,
aralquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquenilo, alquinilo, cada uno de los cuales puede estar opcionalmente
sustituido con grupos halo, hidroxi, oxo, nitro, haloalquilo, alquilo, alcarilo, arilo, aralquilo, alcoxi, ariloxi, amino,
alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino, acilamino,
alquilcarbamoilo, arilcarbamoilo, aminoalquilo, alcoxicarbonilo, carboxi, hidroxialquilo, alcanosulfonilo,
alcanosulfonamido, arenosulfonamido, aralquilsulfonamido, alquilcarbonilo, aciloxi, ciano, y ureido; o R*%, R o R®
juntos combinan con R7° para formar un puente [-O-CHz-] unido de forma covalente entre los carbonos 2' y 4’ del
azlcar.

x es 5-100, elegido para cumplir con una longitud para un agente de ARN descrito en la presente memoria.

R7 es H; o se combina con R*, R% o R® para formar un puente [-O-CH2-] unido de forma covalente entre los
carbonos 2’ y 4’ del azucar.

R8 es alquilo, cicloalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo, heteroarilo, aminoécido o azucar; y R® es NHz, alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino o aminoacido. m es 0-
1.000.000, nes 0-20 y g es 0-2.

Sustitutos de nucledsido preferidos tienen la siguiente estructura (véase la formula 4 posterior):
SLR100-(M-SLR200),-M-SLR300
FORMULA 4

S es un sustituto de nucleésido seleccionado del grupo que consiste en mofilino, ciclobutilo, pirrolidina y acido
peptidonucleico. L es un conector y se selecciona del grupo que consiste en CHz(CH2)g; N(CHz)g; O(CH2)g; S(CH2)g;
-C(O)(CH2)n- 0 puede estar ausente. M es un enlace amida; sulfonamida; sulfinato; grupo fosfato; grupo fosfato
modificado como se describe en la presente memoria; o puede estar ausente.

R100, R200 y R300 gon cada uno, independientemente, H (es decir, nucledtidos abasicos), adenina, guanina, citosina y
uracilo, inosina, timina, xantina, hipoxantina, nubularina, tubercidina, isoguanisina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros
derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 5-halouracilo
y citosina, 5-propinil uracilo y citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 5-
halouracilo, 5-(2-aminopropil)uracilo, 5-aminoaliluracilo, adeninas y guaninas 8-sustituidas con 8-halo, amino, tiol,
tioalquilo, hidroxilo y otros, uracilos y citosinas 5-sustituidas con 5-trifluorometilo y otros, 7-metilguanina, pirimidinas
5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina, dihidrouracilo, 3-desaza-5-azacitosina, 2-aminopurina, 5-alquiluracilo, 7-
alquilguanina, 5-alquilcitosina, 7-desazaadenina, 7-desazaguanina, N6,N6-dimetiladenina, 2,6-diaminopurina, 5-
amino-alil-uracilo, 1,2,4-triazoles sustituidos con N3-metiluracilo, 2-piridinonas, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, 5-
metoxiuracilo, acido uracil-5-oxiacético, 5-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metil-2-tiouracilo, 5-metoxicarbonilmetil-2-
tiouracilo, 5-metilaminometil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uracilo, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N*-
acetilcitosina, 2-tiocitosina, N6-metiladenina, N6-isopentiladenina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, N-metilguaninas,
o bases O-alquiladas.

x es 5-100, o elegido para cumplir con una longitud para un agente de ARN descrito en la presente memoria; y g es
0-2.

Mondmeros resistentes a la nucleasa

Los mondmeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi, que incorpora un monémero resistente a la nucleasa (NRM), tal como los descritos en la presente memoria
y los descritos en la Solicitud Provisional de Estados Unidos en copropiedad y en tramitacion con la presente nim.
de serie 60/469.612, presentada el 9 de mayo de 2003, y la Solicitud Internacional nim. PCT/US04/07070.
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Un agente de ARNi puede incluir monémeros que se han modificado para asi inhibir la degradacion, p.ej., mediante
nucleasas, p.ej., endonucleasas o exonucleasas, encontradas en el cuerpo de un sujeto. Estos monémeros se
denominan en la presente memoria como NRM, o monémeros o modificaciones que promueven la resistencia a la
nucleasa. En muchos casos estas modificaciones modularan otras propiedades del agente de ARNi ademas, p.ej., la
capacidad de interactuar con una proteina, p.ej., una proteina de transporte, p.ej., albimina sérica, o un miembro del
RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN), o la capacidad de que la primera y segunda secuencia formen
un fragmento doble la una con la otra o formar un fragmento doble con otra secuencia, p.ej., una molécula diana.

Aunque sin desear estar atados por la teoria, se cree que las modificaciones del azucar, base y/o estructura de
fosfato en un agente de ARNi puede mejorar la resistencia a la endonucleasa y exonucleasa, y puede mejorar las
interacciones con proteinas transportadoras y uno o mas de los componentes funcionales del complejo RISC. Las
modificaciones preferidas son las que aumentan la resistencia a la exonucleasa y endonucleasa y por consiguiente
prolongan la vida media del agente de ARNi antes de la interaccion con el complejo RISC, aunque al mismo tiempo
no vuelven al agente de ARNi resistente a la actividad de endonucleasas en el complejo RISC. De nuevo, aunque
sin desear estar atados por ninguna teoria, se cree que la posicion de las modificaciones en o cerca del extremo 3’
y/0 5’ de las cadenas antisentido puede dar por resultado agentes de ARNi que cumplen los criterios de resistencia a
la nucleasa preferidos delineados anteriormente. De nuevo, aun sin desear estar atados por ninguna teoria, se cree
que la posicién de las modificaciones en p.gj., la mitad de una cadena homosentido puede dar por resultado agentes
de ARNi que es relativamente menos probable que experimenten inespecificidad.

Las modificaciones descritas en la presente memoria pueden incorporarse en cualquier ARN bicatenario y molécula
tipo ARN descrita en la presente memoria, p.ej., un agente de ARNi. Un agente de ARNi puede incluir un fragmento
doble que comprende una cadena homosentido y antisentido hibridada, en que la cadena antisentido y/o la cadena
homosentido pueden incluir una o mas de las modificaciones descritas en la presente memoria. La cadena
antisentido incluye modificaciones en el extremo 3’ y/o el extremo 5’ y/o en una o mas posiciones que se dan a 1-6
(p-€j., 1-5, 1-4, 1-3, 1-2) nucledtidos desde cualquier extremo de la cadena. La cadena homosentido puede incluir
modificaciones en el extremo 3’ y/o el extremo 5’ y/o en cualquiera de las posiciones intermedias entre los dos
extremos de la cadena. El agente de ARNi puede ademas incluir un fragmento doble que comprende dos cadenas
antisentido hibridadas. La primera y/o segunda cadena antisentido puede incluir una o mas de las modificaciones
descritas en la presente memoria. Por consiguiente, una y/o ambas cadenas antisentido pueden incluir
modificaciones en el extremo 3’ y/o el extremo 5’ y/o en una o mas posiciones que se dan 1-6 (p.gj., 1-5, 1-4, 1-3, 1-
2) nucledtidos desde cualquier extremo de la cadena. Las configuraciones particulares se tratan a continuacion.

Las modificaciones que pueden ser Utiles para producir agentes de ARNi que cumplen los criterios de resistencia a
la nucleasa preferidos delineados anteriormente pueden incluir una o0 mas de las siguientes modificaciones quimicas
y/o estereoquimicas del azucar, base y/o estructura de fosfato:

(i) tioatos quirales (Se). Por consiguiente, los NRMs incluyen dimeros de nucledtido con una enriquecida o pura para
una forma quiral particular de un grupo fosfato modificado que contiene un heteroatomo en la posicion que no es
puente, p.ej., Sp o Rp, en la posicién X, donde esta es la posicién ocupada normalmente por el oxigeno. El atomo en
X puede ser también S, Se, Nr2 o0 Brs. Cuando X es S, se prefiere la unién Sp enriquecida o quiralmente pura.
Enriquecida significa al menos 70, 80, 90, 95 o0 99% de la forma preferida. Dichas NRMs se tratan en mas detalle a
continuacion;

(i) unién de uno o méas grupos catidnicos al azucar, base y/o el atomo de fésforo de un fosfato o un resto de
estructura de fosfato modificada. Por consiguiente, los NRMs preferidos incluyen monémeros en la posicion terminal
derivada a un grupo catiénico. Como el extremo 5 de una secuencia antisentido tendria un —OH terminal o grupo
fosfato este NRM preferiblemente no se usa en el exiremo 5’ de una secuencia antisentido. El grupo estaria unido a
una posicién en la base que minimiza la interferencia con la formacién de enlaces de H y la hibridacion, p.ej., lejos
del lado que interactta con la base complementaria en la otra cadena, p.ej., en la posicion 5’ de una pirimidina o una
posicién 7 de una purina. Estos se tratan en mas detalle a continuacion;

(i) uniones no fosfato en el extremo. Por consiguiente, los NRMs preferidos incluyen uniones no fosfato, p.ej., una
unién de 4 atomos que dan mayor resistencia a la escisiéon que un enlace fosfato. Los ejemplos incluyen 3 CH2-
NCHs-O-CH2-5" y 3’ CH2-NH-(O=)-CH2-5;

(iv) tiofosfatos en puente 3’ y tiofosfatos en puente 5°. Por consiguiente, los NRMs preferidos pueden incluir estas
estructuras;

(v) L-ARN, uniones 2’-5’, uniones invertidas, a-nucledsidos. Por consiguiente, otros NRMs preferidos incluyen: L
nucleésidos y nucledtidos diméricos derivados de L-nucledsidos, uniones 2’-5 fosfato, no fosfato y fosfato
modificado (p.€j., tiofosfatos, fosforamidatos y boronofosfatos); dimeros que tienen uniones invertidas, p.ej., uniones
3-8’ 0 5’-5’; mon6émeros que tienen una unién alfa en el sitio 1’ en el azlcar; p.€j., las estructuras descritas en la
presente memoria que tienen una union alfa;
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(vi) grupos conjugados. Por consiguiente, los NRMs preferidos pueden incluir p.ej., un resto de direccionamiento o
un ligando conjugado descrito en la presente memoria conjugado con el monémero, p.ej., a través del azucar, base
o0 estructura;

(vi) uniones abasicas. Por consiguiente, los NRMs preferidos pueden incluir un monémero abasico, p.ej., un
monomero abasico como se describe en la presente memoria (p.€j., un mondémero sin nucleobase); un monémero
aromatico o heterociclico o aromatico poliheterociclico como se describe en la presente memoria; y

(vii) profarmacos 5’-fosfonatos y 5'-fosfato. Por consiguiente, los NRMs preferidos incluyen mondmeros,
preferiblemente en la posiciéon terminal, p.ej., la posicién 5, en que uno o mas atomos del grupo fosfato esta
derivado con un grupo protector, cuyo grupo o grupos protectores, se eliminan como resultado de la acciéon de un
componente en el cuerpo del sujeto, p.ej., una carboxiesterasa o una enzima presente en el cuerpo del sujeto. P.ej.,
un profarmaco fosfato en que una carboxiesterasa escinde la molécula protegida dando por resultado la produccion
de un anién tioato que ataca a un carbono adyacente al O de un fosfato y da por resultado la produccién de un
fosfato desprotegido.

Una o mas modificaciones de NRM pueden introducirse en un agente de ARNi o en una secuencia de un agente de
ARNi. Una modificacién de NRM puede usarse mas de una vez en una secuencia o en un agente de ARNi. Como
algunos NRMs interfieren con la hibridacion el numero total incorporado, deberia ser con el que se mantengan los
niveles aceptables de formacién de fragmento doble de agente de ARNi.

En algunas realizaciones las modificaciones de NRM se introducen en el extremo del sitio de escision o en la region
de escision de una secuencia (una cadena o secuencia homosentido) que no tiene como objetivo una secuencia o
gen deseado en el sujeto. Esto puede reducir el silenciamiento inespecifico.

Tioatos quirales Sp

Una modificacion puede incluir una alteracién, p.ej., sustitucién, de uno o ambos de los oxigenos del fosfato sin
enlace (X e Y) y/o de uno o mas de los oxigenos del fosfato con enlace (W y Z). La férmula X posterior representa
un resto fosfato que se une a dos restos de azucar/sustituto de azucar-base, SB1y SBe.

SB,

FORMULA X

En ciertas realizaciones, uno de los oxigenos del fosfato sin enlace en el resto de la estructura fosfato (X e Y)
pueden sustituirse por cualquiera de los siguientes: S, Se, BRs (R es hidrégeno, alquilo, arilo, etc.), C (es decir, un
grupo alquilo, un grupo arilo, etc.), H, NRz (R es hidrégeno, alquilo, arilo, etc.) u OR (R es alquilo o arilo). El atomo
de fosforo en un grupo fosfato no modificado es aquiral. Sin embargo, la sustitucion de uno de los oxigenos sin
enlace con uno de los atomos o grupos de atomos anteriores vuelven quiral al atomo de fésforo; en otras palabras
un atomo de fésforo en un grupo fosfato modificado de esta forma es un centro estereogénico. El atomo de fosforo
estereogénico puede poseer o bien la configuracién “R” (en la presente memoria Rp) o la configuracion “S” (en la
presente memoria Sp). Por consiguiente, si el 60% de la poblacién de atomos de fésforo estereogénicos tienen la
configuracién Re, entonces el 40% restante de la poblacion de atomos de fosforo estereogénicos tienen la
configuracién Se.

En algunas realizaciones, los agentes de ARNi, que tienen grupos fosfato en que un oxigeno sin enlace del fosfato
se ha sustituido por otro atomo o grupo de atomos, pueden contener una poblacién de atomos de fésforo
estereogénicos en que al menos aproximadamente el 50% de estos atomos (p.ej., al menos aproximadamente el
60% de estos atomos, al menos aproximadamente el 70% de estos atomos, al menos aproximadamente el 80% de
estos atomos, al menos el 90% de estos atomos, al menos aproximadamente el 95% de estos atomos, al menos
aproximadamente el 98% de estos atomos, al menos aproximadamente el 99% de estos atomos) tienen la
configuraciéon Se. De forma alternativa, los agentes de ARNi que tienen grupos fosfato en que un oxigeno sin enlace
del fosfato se ha sustituido por otro &tomo o grupo de atomos pueden contener una poblaciéon de atomos de fosforo
estereogénicos en que al menos aproximadamente el 50% de estos atomos (p.ej., al menos aproximadamente el
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60% de estos atomos, al menos aproximadamente el 70% de estos atomos, al menos aproximadamente el 80% de
estos atomos, al menos aproximadamente el 90% de estos atomos, al menos aproximadamente el 95% de estos
atomos, al menos aproximadamente el 98% de estos atomos, al menos aproximadamente el 99% de estos atomos)
tienen la configuracién Rp. En otras realizaciones, la poblacion de atomos de fosforo estereogénicos puede tener la
configuracién Sp y puede estar esencialmente libre de atomos de fésforo estereogénicos que tienen la configuracion
Re. En aln otras realizaciones, la poblaciéon de atomos de fésforo estereogénico pueden tener la configuracion Re y
puede estar esencialmente libre de &tomos de fésforo estereogénico que tienen la configuracion Sp. Como se usa en
la presente memoria, la frase “esencialmente libre de atomos de fésforo estereogénico que tienen la configuracion
Rep” significa que los restos que contienen atomos de fésforo estereogénicos que tienen la configuracion Rp no
pueden detectarse por métodos convencionales conocidos en la técnica (HPLC quiral, analisis de '"H NRM que usan
reactivos de desplazamiento quirales, etc.). Como se usa en la presente memoria, la frase “esencialmente libre de
atomos de fésforo estereogénico que tienen la configuracion Sp” significa que los restos que contienen los atomos
de fosforo estereogénico que tienen la configuracién Sp no pueden detectarse por métodos convencionales
conocidos en la técnica (HPLC quiral, analisis de "H NRM que usa reactivos de desplazamiento quirales, etc.).

En una realizacién preferida, los agentes de ARNi modificados contienen un grupo fosforotioato, es decir, unos
grupos fosfato en que un oxigeno sin enlace del fosfato se ha sustituido por un atomo de azufre. En una realizacién
especialmente preferida, la poblacion de atomos de fdésforo estereogénico de fosforotioato puede tener la
configuracién Sp y estar esencialmente libre de atomos de fosforo estereogénicos que tienen la configuracion Re.

Los fosforotioatos pueden incorporarse en los agentes de ARNi usando dimeros, p.ej., formula X-1 y X-2. El primero
puede usarse para introducir el fosforotioato

DMTO DMTO
0 BASE o BASE
o o
S=—P—Y —p—y
i .-!:
0 BASE o BASE
0 Ry’ o) R,
ivo en fase sdlida NC\/’\ 1!‘
reactivo en fase so D/ ‘H\H‘NE:D]-}E
X-1 X-2

en el extremo 3’ de una cadena, mientras que el Ultimo puede usarse para introducir esta modificacion en el extremo
5’ 0 en una posicién que se da p.ej., en los nucleétidos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 de cualquier extremo de la cadena. En las
férmulas anteriores, Y puede ser 2-cianoetoxi, W y Z pueden ser O, Rz puede ser, p.gj., un sustituyente que puede
dar la configuracion C-3 endo al azicar (p.ej., OH, F, OCHs), DMT es dimetoxitritilo, y “BASE” puede ser una base
natural, inusual o una universal.

X-1 y X-2 pueden prepararse usando reactivos quirales o dirigiendo grupos que pueden dar por resultado dimeros
que contienen fosforotioato que tienen una poblacion de atomos de fosforo estereogénicos que tienen esencialmente
solo la configuracion Re (es decir, que estan esencialmente libres de la configuracién Sp) o solo la configuracién Sp
(es decir, que estan esencialmente libres de la configuracion Rp). De forma alternativa, pueden prepararse dimeros
que tienen una poblacién de atomos de fésforo estereogénicos en que aproximadamente el 50% de los atomos que
tienen la configuracién Re y aproximadamente el 50% de los atomos que tienen la configuracion Spe. Los dimeros
que tienen atomos de fosforo esterogénicos con la configuracién Re pueden identificarse y separarse de dimeros
que tienen atomos de fosforo estereogénicos con la configuracion Sp usando p.ej., la degradacién enzimética y/o
técnicas de cromatografia convencional.
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Grupos catiénicos

Las modificaciones pueden incluir también la unién de uno o mas grupos cationicos al azlcar, base y/o al &tomo de
fésforo de un fosfato o resto de la estructura fosfato modificada. Un grupo catiénico puede unirse a cualquier atomo
capaz de sustitucion en una base natural, inusual o universal. Una posicion preferida es una que no interfiere con la
hibridacion, es decir, no interfiere con las interacciones de enlace de hidrégeno necesarias para el emparejamiento
de bases. Un grupo catiénico puede unirse, p.ej., a través de la posicién C2’ de un azlcar o posicion analoga en un
sustituto de azucar ciclico o aciclico. Los grupos cationicos pueden incluir p.ej., grupos amino protonados, derivados
de p.ej.,, O-AMINA (AMINA= NHz2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, o
diheteroarilamino, etilendiamino, poliamino); aminoalcoxi, p.ej., O(CH2)nAMINA, (p.ej., AMINA = NHz; alquilamino,
dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, o diheteroarilamino, etilendiamina, poliamino);
amino (p.ej., NHz; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino, diarilamino, heteroarilamino, diheteroarilamino o
aminodcido); o NH(CH2CH2NH)nCH2CH2-AMINA (AMINA = NH2; alquilamino, dialquilamino, heterociclilo, arilamino,
diarilamino, heteroarilamino o diheteroarilamino).

Uniones no fosfato

Las modificaciones pueden incluir también la incorporacién de uniones no fosfato al extremo 5’ y/o 3’ de una cadena.
Los ejemplos de uniones no fosfato que pueden sustituir al grupo fosfato incluyen fosfonato de metilo, hidroxilamino,
siloxano, carbonato, carboximetilo, carbamato, amida, tioéter, conector de 6éxido de etileno, sulfonato, sulfonamida,
tioformacetal, formacetal, oxima, metilenimino, metilenometilimino, metilenohidrazo, metilenodimetilhidrazo y
metilenoximetilimino. Las sustituciones preferidas incluyen los grupos fosfonato de metilo e hidroxilamino.

Tiofosfatos en puente 3’ y iofosfatos en puente 5’; ARN bloqueado, uniones 2’-5', uniones invertidas, a-nucledsidos;
grupos conjugados; uniones abasicas; y 5’-fosfonatos y profarmacos 5’-fosfato.

En referencia a la formula X anterior, las modificaciones pueden incluir la sustitucién de uno de los oxigenos del
fosfato en el puente o el enlace en el resto de la estructura fosfato (W y Z). A diferencia de la situacién donde solo
uno de X o Y esta alterado, el centro de fésforo en los fosforoditioatos es aquiral lo que excluye la formacién de
agentes de ARNi que contengan un atomo de fésforo estereogénico.

Las modificaciones pueden incluir también la unién de dos azicares por medio de un grupo fosfato o fosfato
modificado a través de la posicion 2’ de un primer azdcar y la posicion 5’ de un segundo azlcar. Ademas se
contemplan uniones invertidas en que tanto el primer como el segundo azlcar estan cada uno unidos a través de las
respectivas posiciones 3. Los ARN modificados pueden incluir también azlcares “abasicos”, que carecen de una
nucleobase en C-1'. El grupo azlcar puede contener también uno o mas carbonos que poseen la configuracion
estereoquimica contraria de la del carbono correspondiente en la ribosa. Por consiguiente, un agente de ARNi
modificado puede incluir nucleétidos que contienen p.ej., arabinosa, como el azucar. En otro subconjunto de esta
modificacién, la base natural, inusual o universal pueden tener la configuracion a. Las modificaciones pueden incluir
también L-ARN.

Las modificaciones pueden incluir también 5'-fosfonatos, p.ej., P(O)(O)2-X-C%-azlcar (X = CHz, CF2, CHF vy
profarmacos 5'-fosfato, p.ej., P(O)[OCH2CH2SC(O)R]2CH2C5-azlicar. En el Ultimo caso, los grupos profarmaco
pueden descomponerse por medio de reaccién primero con carboxiesterasas. El grupo tiolato de etilo restante por
medio de desplazamiento Sn2 intramolecular puede salir como episulfuro para proporcionar el grupo fosfato no
derivado.

La modificacion puede incluir también la adicién de grupos de conjugacion descritos en otra parte de la presente
memoria, que se unen preferiblemente a un agente de ARNi a través de un grupo amino disponible para la
conjugacion.

Las modificaciones resistentes a la nucleasa incluyen algunas que pueden situarse solo en el extremo y otras que
pueden ir a cualquier posicion. Generalmente las modificaciones que pueden inhibir la hibridacion asi es preferible
usarlas solo en regiones terminales, y preferible no usarlas en el sitio de escision o en la regién de escision de una
secuencia que tiene como objetivo una secuencia o gen. El puede usarse en cualquier sitio en una secuencia
homosentido, con tal que se mantenga la suficiente hibridacion entre las dos secuencias del agente de ARNi. En
algunas realizaciones es deseable poner el NRM en el sitio de escisién o en la regién de escisién de una secuencia
que no tiene como objetivo una secuencia o gen, ya que puede minimizar el silenciamiento inespecifico.

Ademas, un agente de ARNi descrito en la presente memoria puede tener un saliente que no forma una estructura
doble con la otra secuencia del agente de ARNi — es un saliente, pero hibrida, o bien consigo mismo, o con otro
acido nucleico, distinto de la otra secuencia del agente de ARN.i.

En la mayoria de casos, las modificaciones que promueven la resistencia a la nucleasa se distribuiran de forma
diferente dependiendo de si la secuencia tendra como objetivo una secuencia en el sujeto (a menudo denominada
como secuencia antisentido) o no tendra como objetivo una secuencia en el sujeto (a menudo denominada como
una secuencia homosentido). Si una secuencia a va tener como objetivo una secuencia en el sujeto, las
modificaciones que interfieren con o inhiben la escision de endonucleasa no deberian insertarse en la region que es
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el objeto de la escision mediada por RISC, p.ej., el sitio de escisién o la region de escisién (Como se describe en
Elbashir et al., 2001, Genes and Dev. 15:188, la escision de la diana se da aproximadamente en la mitad de un ARN
guia de 20 o 21 nt, o aproximadamente en los 10 u 11 nucleétidos corriente arriba del primer nucleétido que es
complementario a la secuencia guia. Como se usa en la presente memoria el sitio de escision se refiere al
nucleétido a cada lado del sitio de escision, en la diana o en la cadena del agente de ARNi que hibrida con ella. La
regién de escisién indica un nucleoétido a 1, 2 o 3 nucledtidos del sitio de escision, en cualquier direccién).

Dichas modificaciones pueden introducirse en las regiones terminales, p.ej., en la posicién terminalo a 2, 3,4,05
posiciones del extremo, de una secuencia que tiene como objetivo o una secuencia que no tiene como objetivo una
secuencia en el sujeto.

Un agente de ARNi puede tener una primera y una segunda cadena elegida de las siguientes:

Una primera cadena que no tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMen o a 1, 2, 3,
4,5 o 6 posiciones del extremo 3’;

Una primera cadena que no tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3,
4,5 o 6 posiciones del extremo 5’;

Una primera cadena que no tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3,
4, 5 0 6 posiciones del extremo 3’ y que tiene una modificacion de NRM en o0 a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del
extremo 5’;

Una primera cadena que no tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacién de NRM en el sitio de
escision o en la regién de escision;

Una primera cadena que no tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacién de NRM en el sitio de
escision o en la regién de escisién y una o mas de una modificacion de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del
extremo 3’, una modificacién de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 o 6 posiciones del extremo 5, 0 modificaciones de NRM en
oal,?2,3,4,5 06 posiciones tanto del extremo 3’ como del 5°; y

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4,
5 0 6 posiciones del extremo 3’;

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4,
5 0 6 posiciones del extremo 5’ (las modificaciones de NRM del extremo 5’ preferentemente no estan en el extremo
sinoa 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del extremo 5’ de una cadena antisentido);

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4,
5 o 6 posiciones del extremo 3’ y que tiene una modificacién de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del extremo
5’

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que preferiblemente no tiene una modificaciéon de
NRM en el sitio de escision o en la region de escision;

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que no tiene una modificacion de NRM en el sitio de
escision o en la regién de escisién y una o mas de una modificacion de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del
extremo 3’, una modificacién de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 o 6 posiciones del extremo 5, 0 modificaciones de NRM en
oail, 2 3, 4,5 0 6 posiciones tanto del extremo 3 como del 5 (las modificaciones de NRM del extremo 5’
preferentemente no estan en el extremo sino a 1, 2, 3, 4, 5 o0 6 posiciones del extremo 5’ de una cadena antisentido).

Un agente de ARNi puede también tener como objetivo dos secuencias y puede tener una primera y segunda
cadena elegidas de:

Una primera cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMenoa 1,2, 3,4,5
0 6 posiciones del extremo 3’;

Una primera cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMenoa 1, 2,3,4,5
0 6 posiciones del extremo 5 (las modificaciones de MNR del extremo 5’ preferentemente no estan en el extremo
sinoa i, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del extremo 5’ de una cadena antisentido);

Una primera cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMenoa1,2,3,4,5
0 6 posiciones del extremo 3’ y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del extremo 5;

Una primera cadena que tiene como objetivo una secuencia y que preferiblemente no tiene una modificacion de
NRM en el sitio de escision o en la regidon de escision;

Una primera cadena que tiene como objetivo una secuencia y cuya dosis no tiene una modificacion de NRM en el
sitio de escisién o en la region de escision y uno o mas de una modificacion de NRM eno a 1, 2, 3, 4,50 6
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posiciones del extremo 3’, una modificacion de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 o 6 posiciones del extremo 5 o
modificaciones de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones tanto del extremo 3’ como 5’ (la modificaciones de NRM
del extremo 5 preferentemente no estan en el extremo sino a 1, 2, 3, 4, 5 o 6 posiciones del extremo 5 de una
cadena antisentido) y

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4,
5 o0 6 posiciones del extremo 3’;

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4,
5 0 6 posiciones del extremo 5’ (las modificaciones de NRM del extremo 5’ preferentemente no estan en el extremo
sinoa 1, 2, 3, 4,5 0 6 posiciones del extremo 5’ de una cadena antisentido);

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que tiene una modificacion de NRMeno a 1, 2, 3, 4,
5 o0 6 posiciones del extremo 3’ y que tiene una modificacién de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones del extremo
5’

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y que preferiblemente no tiene una modificaciéon de
NRM en el sitio de escision o en la regidon de escision;

Una segunda cadena que tiene como objetivo una secuencia y cuya dosis no tiene una modificacion de NRM en el
sitio de escisién o en la region de escision y una o mas de una modificacion de NRM eno a 1, 2, 3, 4,50 6
posiciones del extremo 3’, una modificacion de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 o 6 posiciones del extremo 5, o
modificaciones de NRM en o a 1, 2, 3, 4, 5 0 6 posiciones tanto del extremo 3’ como 5’ (las modificaciones de NRM
del extremo 5’ preferentemente no estéan en el extremo sino a 1, 2, 3, 4, 5 o0 6 posiciones del extremo 5 de una
cadena antisentido).

Miméticos de ribosa

Los monémeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi, que incorpora un mimético de ribosa, tal como los descritos en la presente memoria y los descritos en la
Solicitud Provisional de los Estados Unidos en copropiedad y en tramitacién con la presente ndm. de serie
60/454.962, presentada el 13 de marzo de 2003, y la Solicitud internacional num. PCT/US04/07070.

Por consiguiente, se describe en la presente memoria un agente de ARNi que incluye un grupo hidroxilo secundario,
que puede aumentar la eficacia y/o conferir resistencia a la nucleasa al agente. Las nucleasas, p.ej., nucleasas
celulares, pueden hidrolizar los enlaces fosfodiéster del acido nucleico, dando por resultado la degradacién parcial o
completa del acido nucleico. El grupo hidroxi secundario confiere resistencia a la nucleasa a un agente de ARNi
volviendo al agente de ARNi menos propenso a la degradacion con nucleasa respecto a un ARNi que carece de la
modificacién. Aunque sin desear estar atado por la teoria, se cree que la presencia de un grupo hidroxilo secundario
en el agente de ARNi puede actuar como un mimético estructural de un grupo hidroxilo de 3’ ribosa, provocando asi
que sea menos susceptible a la degradacién.

El grupo hidroxilo secundario se refiere a un radical “OH” que esta unido a un atomo de carbono sustituido por otros
dos carbonos y un hidrégeno. El grupo hidroxilo secundario que confiere resistencia a la nucleasa como se describe
anteriormente puede ser parte de cualquier grupo que contenga un carbono aciclico. El hidroxilo puede ser también
parte de cualquier grupo que contenga un carbono ciclico, y preferiblemente se cumple una o mas de las siguientes
condiciones (1) no hay resto ribosa entre el grupo hidroxilo y el grupo fosfato terminal o (2) el grupo hidroxilo no esta
en un resto azlcar que esta acoplado a una base. El grupo hidroxilo esta situado a al menos dos enlaces (p.€j., a al
menos tres enlaces, a al menos cuatro enlaces, a al menos cinco enlaces, a al menos seis enlaces, a al menos siete
enlaces, a al menos ocho enlaces, a al menos nueve enlaces, a al menos diez enlaces, etc.) del fésforo del grupo
fosfato terminal del agente de ARNiI. En realizaciones preferidas, hay cinco enlaces intermedios entre el fésforo del
grupo fosfato terminal y el grupo hidroxilo secundario.

Los médulos de distribucion del agente de ARNi preferidos con cinco enlaces intermedios entre el fésforo del grupo
fosfato terminal y el grupo hidroxilo secundario tienen la siguiente estructura (véase la formula Y posterior):
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En referencia a la féormula Y, A es un agente de ARNi, que incluye cualquier agente de ARNi descrito en la presente
memoria. El agente de ARNi puede estar conectado directamente o indirectamente (p.ej., a través de un espaciador
o conector) a “W” del grupo fosfato. Estos espaciadores o conectores pueden incluir p.ej., -(CH2)n-, -(CH2)nN-, -
(CH2)nO-, -(CH2)nS-, O(CH2CH20)nCH2CH20H (p.€j., n = 3 0 6), azlicares abasicos, amida, carboxi, amina, oxiamina,
oxiimina, tioéter, disulfuro, tiourea, sulfonamida o morfolino, o reactivos de biotina y fluoresceina.

Los agentes de ARNi pueden tener un grupo fosfato terminal que no esta modificado (p.ej., W, X, Y, y Z son O) o
modificado. En un grupo fosfato modificado, W y Z pueden ser independientemente NH, O, 0 S; y X e Y pueden ser
independientemente S, Se, BHs, alquilo C1-Cs, arilo Ce-C1o, H, O, O, alcoxi o amino (que incluyen alquilamino,
arilamino, etc.). Preferiblemente, W, Xy Zson O e Y es S.

R+ y Rs son cada uno, independientemente, hidrogeno; o alquilo C1-C1o0, opcionalmente sustituidos con hidroxilo,
amino, halo, fosfato o sulfato y/o pueden estar opcionalmente insertados con N, O, S, alquenilo o alquinilo.

Rz es hidrégeno; alquilo C1-Ci00, opcionalmente sustituido con hidroxilo, amino, halo, fosfato o sulfato y/o puede
estar opcionalmente insertado con N, O, S, alquenilo o alquinilo; o cuando n es 1, Rz puede tomarse con Rs 0 Re
para formar un anillo de 5-12 atomos.

R4 es hidrégeno; alquilo C1-C100, opcionalmente sustituido con hidroxilo, amino, halo, fosfato o sulfato y/o puede
estar opcionalmente insertado con N, O, S, alquenilo o alquinilo; o, cuando n es 1, R4 puede tomarse con Rz 0 Rs
para formar un anillo de 5-12 atomos.

Rs es hidrégeno, alquilo C1-C100 opcionalmente sustituido con hidroxilo, amino, halo, fosfato o sulfato y/o puede estar
opcionalmente insertado con N, O, S, alquenilo o alquinilo; 0, cuando n es 1, Rs puede tomarse con R4 para formar
un anillo de 5-12 atomos.

Re es hidrégeno, alquilo C1-C100, opcionalmente sustituido con hidroxilo, amino, halo, fosfato o sulfato y/o puede
estar opcionalmente insertado con N, O, S, alquenilo o alquinilo, o, cuando n es 1, Re puede tomarse con Rz para
formar un anillo de 6-10 atomos;

R~ es hidrégeno, alquilo C1-C100, 0 C(O)(CH2)qC(O)NHRg; T es hidrogeno o un grupo funcional; n y q son cada uno
independientemente 1-100; Rs es alquilo C1-C10 0 arilo Ce-C1o; y Re es hidrégeno, alquilo C1-C1o, arilo Ce-C10 0 un
agente de soporte sélido.

Las realizaciones preferidas pueden incluir uno de mas de los siguientes subconjuntos de médulos de distribucion
del agente de ARN.i.

En un subconjunto de médulos de distribucion de agente de ARNi, A puede conectarse directamente o
indirectamente a través del carbono del azlcar ribosa 3’ 0 5’ terminal del agente de ARN.

En otro subconjunto de médulos de distribucion del agente de ARNi, X, W,y ZuOe YesS.

En aln otro subconjunto de modulos de distribucion del agente de ARNi, n es 1, y R2 y Rs se toman juntos para
formar un anillo que contiene seis atomos y R4 y Rs se toman juntos para formar un anillo que contiene seis atomos.
Preferiblemente, el sistema anular es una trans-decalina. Por ejemplo, el médulo de distribucion del agente de ARNi
de este subconjunto puede incluir un compuesto de Férmula (Y-1):
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El grupo funcional puede ser, por ejemplo, un grupo de direccionamiento (p.ej., un esteroide o un carbohidrato), un
grupo indicador (p.ej., un fluoréforo), o una marca (un resto marcado isotépicamente). El grupo de direccionamiento
puede incluir ademas agentes de uniéon a proteinas, grupos de direccionamiento a células endoteliales (p.ej.,
péptidos y miméticos RGD), grupos de direccionamiento a células cancerigenas (p.egj., folato, vitamina B12, biotina),
grupos de direccionamiento a células oOseas (p.ej., bisfosfonatos, poliglutamatos, poliaspartatos), manosa
multivalente, (p.ej., pruebas de macréfagos), lactosa, galactosa, N-acetil-galactosamina, anticuerpos monoclonales,
glucoproteinas, lectinas, melanotropina o tirotropina.

Como puede apreciarse por un experto, los métodos de sintetizado de los compuestos de las férmulas en la
presente memoria seran evidentes para los expertos en la técnica. Los compuestos sintetizados pueden separarse
de una mezcla de reaccion y purificarse adicionalmente por un método tal como cromatografia en columna,
cromatografia liquida a alta presion, o recristalizacion. Adicionalmente, las diversas etapas sintéticas pueden
realizarse en una secuencia u orden alternativo para dar los compuestos deseados. Las transformaciones quimicas
sintéticas y metodologias del grupo protector (proteccion y desproteccion) Utiles en el sintetizado de los compuestos
descritos en la presente memoria se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, las que se describen en R.
Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989); T.W. Greene y P.G.M. Wuts, Protective
Groups in Organic Synthesis, 22 Ed., John Wiley and Sons (1991); L. Fieser y M. Fieser, Fieser and Fieser's
Reagents for Organic synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for
Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1995), y ediciones posteriores de los mismos.

Palindromos

Los monémeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi, que tiene una estructura palindromica como se describe en la presente memoria y las descritas en una o
mas de la Solicitud Provisional de Estados Unidos nim. de serie 60/452.682, presentada el 7 de marzo de 2003;
Solicitud Provisional de Estados Unidos nim. de serie 60/462.894, presentada el 14 de abril de 2003; y la Solicitud
Internacional niam. PCT/US04/07070, presentada el 8 de marzo de 2004. Los agentes de ARNi descritos en la
presente memoria pueden tener como objetivo méas de una regiéon de ARN. Por ejemplo, un agente de ARNi puede
incluir una primera y segunda secuencia que son suficientemente complementarias la una con la otra para hibridar.
La primera secuencia puede ser complementaria a una primera region de ARN diana y la segunda secuencia puede
ser complementaria a una segunda regién de ARN diana. Las secuencias primera y segunda del agente de ARNi
pueden estar en diferentes cadenas de ARN, y el malapareamiento entre las secuencias primera y segunda puede
ser menor que 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5% o 1%. Las secuencias primera y segunda del agente de ARNi estan
en la misma cadena de ARN, y en una realizacién relacionada més del 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 1% del
agente de ARNi puede estar en forma bimolecular. Las secuencias primera y segunda del agente de ARNi pueden
ser totalmente complementarias la una a la otra.

La primera region de ARN diana puede estar codificada por un primer gen y la segunda region de ARN diana puede
estar codificada por un segundo gen, o las regiones de ARN diana primera y segunda pueden ser regiones
diferentes de un ARN de un Unico gen. Las secuencias primera y segunda pueden diferir en al menos 1 nucleétido.

Las regiones de ARN diana primera y segunda pueden estar en transcritos codificados por variantes de la primera y
segunda secuencia, p.ej., alelos primero y segundo, de un gen. Las variantes de secuencia pueden ser mutaciones,
o polimorfismos, por ejemplo. La primera region de ARN diana puede incluir una sustitucion, insercion o eliminacién
de nucleétido respecto a la segunda regiéon de ARN diana, o la segunda region de ARN diana puede ser un mutante
0 una variante de la primera regién diana.

Las regiones de ARN diana primera y segunda puede comprender regiones de ARN viricas o humanas. Las
regiones de ARN diana primera y segunda pueden estar también en transcritos variantes de un oncogen o incluir
diferentes mutaciones de un transcrito génico supresor tumoral. Ademas, las regiones de ARN diana primera y
segunda pueden corresponder a puntos calientes para la variacién genética.

Las composiciones descritas en la presente memoria pueden incluir mezclas de moléculas de agente de ARNi. Por
ejemplo, un agente de ARNi puede contener una primera secuencia y una segunda secuencia suficientemente
complementarias la una a la otra para hibridar, y ademas la primera secuencia es complementaria a una primera
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region de ARN diana y la segunda secuencia es complementaria a una segunda regién de ARN diana. La mezcla
puede incluir ademés al menos una variedad de agente de ARNi adicional que incluye una tercera secuencia y una
cuarta secuencia suficientemente complementarias la una a la otra para hibridar, y donde la tercera secuencia es
complementaria a una tercera region de ARN diana y la cuarta secuencia es complementaria a una cuarta region de
ARN diana. Ademas, la primera o segunda secuencia puede ser suficientemente complementaria a la tercera o
cuarta secuencias para ser capaz de hibridar la una con la otra. Las secuencias primera y segunda pueden estar en
la misma o diferente cadena de ARN, y la tercera y cuarta secuencias pueden estar en la misma o diferente cadena
de ARN.

Las regiones de ARN diana pueden ser secuencias variantes de un ARN virico o humano, y en ciertas realizaciones,
al menos dos de las regiones de ARN diana pueden estar en transcritos variantes de un oncogén o gen supresor
tumoral. Las regiones de ARN diana pueden corresponder a puntos calientes genéticos.

Los métodos de fabricacion de una composicién de agente de ARNi pueden incluir obtener o proporcionar
informacién sobre una region de un ARN de un gen diana (p.gj., un gen virico o humano, o un oncogén supresor
tumoral, p.ej., p53), donde la regién tiene alta variabilidad o frecuencia mutacional (p.ej., en humanos). Ademas,
puede obtenerse o proporcionarse informacién sobre una pluralidad de dianas de ARN en la regién, donde cada
diana de ARN corresponde a una variante o mutante diferente del gen (p.ej., una region que incluye el codon que
codifica p53 248Q y/o p53 249S). El agente de ARNi puede construirse de manera que una primera secuencia sea
complementaria a una primera de la pluralidad de dianas de ARN variantes (p.ej., que codifican 249Q) y una
segunda secuencia es complementaria a una segunda de la pluralidad de dianas de ARN variantes (p.ej., que
codifican 249S), y las secuencias primera y segunda pueden ser suficientemente complementarias para hibridar.

El andlisis de secuencia, p.ej., para identificar mutantes comunes en el gen diana, puede usarse para identificar una
region del gen diana que tiene alta variabilidad o frecuencia mutacional. Una regién de un gen diana que tiene alta
variabilidad o frecuencia mutacional puede identificarse obteniendo o proporcionando informacién de genotipo sobre
el gen diana a partir de una poblacion.

La expresion de un gen diana puede modularse, p.ej., regularse por disminucién o silenciarse, proporcionando un
agente de ARNi que tiene una primera secuencia y una segunda secuencia suficientemente complementaria la una
a la otra para hibridar. Ademas, la primera secuencia puede ser complementaria a una primera regién de ARN diana
y la segunda secuencia puede ser complementaria a una segunda region de ARN diana.

Un agente de ARNi puede incluir una primera secuencia complementaria a una primera regién diana de ARN
variante y una segunda secuencia complementaria a una segunda region diana de ARN variante. Las regiones diana
de ARN variantes primera y segunda pueden corresponder a la primera y segunda variantes o mutantes de un gen
diana, p.ej., gen virico, supresor tumoral u oncogén. Las regiones de ARN diana variantes primera y segunda
pueden incluir variantes alélicas, mutaciones (p.ej., mutaciones puntuales) o polimorfismos del gen diana. Las
regiones diana de ARN variantes primera y segunda pueden corresponder a puntos calientes genéticos.

Una pluralidad de agente de ARNi (p.ej., un panel o banco) puede proporcionarse.
Estructuras dobles de Watson-Crick distintas de las canonicas

Los monémeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi, que tiene monémeros que pueden formar un emparejamiento distinto de uno de Watson-Crick candnico
con otro monémero, p.ej., un mondémero en otra cadena, tal como los descritos en la presente memoria y los
descritos en la Solicitud Provisional de Estados Unidos num. de serie 60/465.665, presentada el 25 de abril de 2003,
y la Solicitud Internacional num. PCT/US04/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.

El uso de “emparejamiento distinto del de Watson-Crick candnico” entre monémeros de una cadena doble pueden
usarse para controlar, a menudo para promover, la fusion de todo o parte de un fragmento doble. El agente de ARNi
puede incluir un monémero en una posicién seleccionada o restringida que da por resultado un primer nivel de
estabilidad en el fragmento doble del agente de ARNi (p.gj., entre las dos moléculas separadas de un agente de
ARNi bicatenario) y un segundo nivel de estabilidad en un fragmento doble entre una secuencia de un agente de
ARNi y otra molécula de secuencia, p.ej., una secuencia diana o inespecifica en un sujeto. En algunos casos el
segundo fragmento doble tienen un nivel relativamente mayor de estabilidad, p.ej., en un fragmento doble entre una
secuencia antisentido de un agente de ARNi y un ARNm diana. En el caso de uno o mas de los monémeros, la
posicion de los monémeros en el agente de ARNi, y la secuencia diana (a veces denominada en la presente
memoria como los parametros de seleccién o restriccién), se seleccionan de manera que el fragmento doble del
agente de ARNi es tiene una energia de asociacion libre comparativamente menor (que aunque sin desear estar
atados por un mecanismo o teoria, se cree que contribuye a la eficacia promoviendo la disociacion del agente de
ARNi doble en el contexto del RISC) mientras que el fragmento doble formado entre una secuencia de
direccionamiento antisentido y su secuencia diana, tiene una energia de asociacion libre relativamente mayor (que
aunque sin desear estar atados a un mecanismo o teoria, se cree que contribuye a la eficacia promoviendo la
asociacion de la secuencia antisentido y el ARN diana).
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En otros casos el segundo fragmento doble tiene un nivel de estabilidad relativamente menor, p.ej., en un fragmento
doble entre una secuencia homosentido de un agente de ARNi y un ARNm inespecifico. En este caso uno o mas de
los mondémeros, la posicién de los monémeros en el agente de ARNi, y una secuencia inespecifica, se seleccionan
de manera que el fragmento doble de agente de ARNi es tiene una energia de asociacién libre comparativamente
mayor mientras que el fragmento doble formado entre una secuencia de direccionamiento homosentido y su
secuencia inespecifica, tiene una energia de asociacion libre relativamente menor (que aunque sin desear estar
atados por un mecanismo o teoria, se cree que reduce el nivel de silenciamiento inespecifico contribuyendo a la
eficacia promoviendo la separacién del fragmento doble formado por la cadena homosentido y la secuencia
inespecifica).

Por consiguiente, inherente a la estructura del agente de ARNi es la propiedad de tener una primera estabilidad para
el fragmento doble dentro del agente de ARNi y una segunda estabilidad para un fragmento doble formado entre una
secuencia del agente de ARNi y otro ARN, p.ej., un ARNm diana. Como se trata anteriormente, esto puede
conseguirse mediante la seleccion sensata de uno o mas de los monémeros en una posicién seleccionada o
restringida, la seleccion de la posicion en el fragmento doble para situar la posicién seleccionada o restringida, y la
seleccién de la secuencia de una secuencia diana (p.ej., la region particular de un gen diana que va a ser objetivo).
Las secuencias de agente de ARNi que satisfacen estas necesidades se denominan a veces en la presente
memoria como secuencias restringidas. El uso de los parametros de restriccion o seleccién puede ser, p.ej.,
mediante inspeccion o mediante métodos asistidos por ordenador. El uso de los parametros puede dar por resultado
la seleccion de una secuencia diana y de mondmeros particulares para dar un resultado deseado en términos de
estabilidad, o estabilidad relativa, de un fragmento doble.

Por consiguiente, en otro aspecto, se describe en la presente memoria un agente de ARNi que incluye: una primera
secuencia que tiene como objetivo una primera region diana y una segunda secuencia que tiene como objetivo una
segunda regién diana. Las secuencias primera y segunda tienen suficiente complementariedad la una a la otra para
hibridar, p.ej., bajo condiciones fisioldgicas, p.ej., bajo condiciones fisioldgicas pero no en contacto con una helicasa
u otra enzima desenrrolladora. En una region doble del agente de ARNi, en una posicion seleccionada o restringida,
la primera regién diana tiene un primer monémero, y la segunda region diana tiene un segundo monémero. Los
monodmeros primero y segundo ocupan composiciones complementarias o correspondientes. Uno, y preferiblemente
ambos mondmeros se seleccionan de manera que la estabilidad del emparejamiento de los monémeros que tienen
parte en un fragmento doble entre la primera y segunda secuencia diferira de la estabilidad del emparejamiento
entre la primera 0 segunda secuencia con una secuencia diana.

Normalmente, los mondmeros se seleccionaran (la seleccion de la secuencia diana puede necesitarse también) de
manera que formaran un emparejamiento en el fragmento doble del agente de ARNi que tiene una menor energia de
disociacion libre, y un Tm menor, que la que poseeran por el emparejamiento del monémero con su monémero
complementario en un fragmento doble entre la secuencia del agente de ARNi y un fragmento doble de ARN diana.

La restriccion situada en los monémeros puede aplicarse a un sitio seleccionado o a mas de un sitio seleccionado.
Por medio del ejemplo, la restriccién puede aplicarse a mas de 1, pero menos de 3, 4, 5, 6 o 7 sitios en un fragmento
doble de agente de ARNi.

Un sitio restringido o seleccionado pues estar presente en un nimero de posiciones en el fragmento doble del
agente de ARNi. P.ej., un sitio restringido o seleccionado puede estar presente a 3, 4, 5 o 6 posiciones de cualquier
extremo, 3’ 0 5’ de una secuencia duplicada. Un sitio restringido o seleccionado puede estar presente en el centro de
la region doble, p.ej., puede estar a méas de 3, 4, 5, 0 6 posiciones del extremo de una regién duplicada.

En alguna realizacion la region doble del agente de ARNi tendra, malapareamientos, ademas del sitio o sitios
seleccionados o restringidos. Preferiblemente tendrd no méas de 1, 2, 3, 4 o 5 bases, que no forman pares de
Watson-Crick candnicos o que no hibridan. Los salientes se tratan en detalle en otra parte de la presente memoria
pero son preferiblemente de aproximadamente 2 nucleétidos de longitud. Los salientes pueden ser complementarios
a las secuencias génicas que son objetivo o pueden ser otra secuencia. TT es una secuencia de saliente preferida.
Las secuencias de agente de ARNi primera y segunda pueden también unirse, p.ej., mediante bases adicionales
para formar una horquilla, o mediante otros conectores que no son bases.

Los mondmeros pueden seleccionarse de manera que: los mondémeros primero y segundo son ribonucleétidos que
se dan de forma natural, o ribonucleé6tidos modificados que tienen bases que se dan de forma natural, y cuando
ocupan sitios complementarios o bien no emparejan y no tienen un considerable nivel de enlace de H, o forman un
emparejamiento de Watson-Crick no candnioco y forman un patréon no canénico de enlace de H, que normalmente
tienen una menor energia de disociacion libre que la vista en un emparejamiento de Watson-Crick canénico, o se
emparejan de otra forma para dar una energia de asociacion libre que es menor que la de un valor preseleccionado
0 es menor, p.ej., que la de un emparejamiento canénico. Cuando una (o ambas) de las secuencias de agente de
ARNi forma un fragmento doble con una diana, el primer (0o segundo) monémero forma un emparejamiento de
Watson-Crick candnico con la base en la posicion complementaria en la diana, o forma un emparejamiento de
Watson-Crick no canédnico que tiene una mayor energia de disociacion libre y un mayor Tm que lo visto en el
emparejamiento en el agente de ARNi. Los emparejamientos de Watson-Crick clasicos son como sigue: A-T, G-C y
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A-U. Los emparejamientos de Watson-Crick no candnicos se conocen en la técnica y pueden incluir, U-U, G-G, G-
Arrans, G-Acis y GU.

El monémero en una o ambas secuencias se selecciona de manera que, no se empareja, o forma un par con su
monomero correspondiente en la otra secuencia que minimiza la estabilidad (p.gj., el enlace de H formado entre el
monomero en el sitio seleccionado en una secuencia y su monémero en el sitio correspondiente en la otra secuencia
son menos estables que los enlaces de H formados por el mondémero uno (o ambos) de las secuencias con la
respectiva secuencia diana. EIl monémero en una o ambas cadenas se elige también para promover la estabilidad en
uno o ambos de los fragmentos dobles hechos por una cadena y su secuencia diana. P.ej., uno o mas de los
monomeros y las secuencias diana se seleccionan de manera que en la posicion seleccionada o restringida, no se
forman enlaces de H, o se forma un emparejamiento no canénico en el fragmento doble del agente de ARNi, o si no
se emparejan de otra forma para dar una energia de asociaciéon libore que es menor que la de un valor
preseleccionado o es menor, p.€j., que la de un emparejamiento canénico, pero cuando una (o ambas) secuencias
forman un fragmento doble con la respectiva diana, el emparejamiento en el sitio seleccionado o restringido es un
emparejamiento de Watson-Crick canénico.

La inclusién de dichos monémeros tendra uno o mas de los siguientes efectos: desestabilizara el fragmento doble
del agente de ARNi, desestabilizard las interacciones entre la secuencia homosentido y secuencias diana
involuntarias, a veces denominadas como secuencias inespecificas, e interacciones dobles entre la secuencia y la
diana deseada no se desestabilizara.

A manera de ejemplo:

El mondémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye una A (o una base modificada que empareje
con T), y el monémero en la posicién seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canénico, p.ej., G. Estos seran utiles en las aplicaciones en las que
la secuencia diana para la primera secuencia tenga una T en la posicion seleccionada. En realizaciones donde
ambos fragmentos dobles diana estan estabilizados es util en donde la secuencia diana para la segunda cadena
tiene un mondmero que formara un emparejamiento de Watson-Crick candnico con el monémero seleccionado para
la posicion seleccionada en la segunda cadena.

El monémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye U (o una base modificada que empareja con
A), y el monémero en la posicion seleccionada en la segunda secuencia se elige de un mondémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canonico con, p.ej., U o G. Estos seran Utiles en aplicaciones en
las que la secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicion seleccionada. En las realizaciones
donde ambos fragmentos dobles diana estan estabilizados es Gtil en donde la secuencia diana para la segunda
cadena tiene un mondémero que formara un emparejamiento de Watson-Crick candnico con el mondmero
seleccionado para la posicion seleccionada en la segunda cadena.

El monémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye una G (o una base modificada que empareja
con C), y el monémero en la posicién seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canédnico, p.ej., G, Acs, Awans 0 U. Estos seran Utiles en
aplicaciones en las que la secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicién seleccionada. En
realizaciones donde ambos fragmentos dobles diana estan estabilizados es Util en donde la secuencia diana para la
segunda cadena tiene un monémero que formara un emparejamiento de Watson-Crick candnico con el monémero
seleccionado para la posicion seleccionada en la segunda cadena.

El monémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye una C (o una base modificada que empareja
con G), y el monémero en la posicion seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canonico. Estos seran Utiles en aplicaciones en las que la
secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicion seleccionada. En realizaciones donde ambos
fragmentos dobles diana estan estabilizados es Util en donde la secuencia diana para la segunda cadena tiene un
monémero que formara un emparejamiento de Watson-Crick canoénico con el monémero seleccionado para la
posicién seleccionada en la segunda cadena.

Un mondémero o mondémeros modificados o que no se dan de forma natural pueden elegirse de manera que cuando
un mondémero modificado 0 que no se da de forma natural ocupa unas posiciones en la posicion seleccionada o
restringida en un agente de ARNi muestran una primera energia de disociacién libre y cuando uno (o ambos) de
ellos empareja con un mondémero que se da de forma natural, el par muestra una segunda energia de disociacion
libre, que es normalmente mayor que la del emparejamiento de los monémeros primero y segundo. P.ej., cuando los
monomeros primero y segundo ocupan posiciones complementarias o bien no se emparejan y no tienen un nivel
considerable de enlace de H, o forman un enlace mas débil que uno de ello podria formar con un monémero que se
da de forma natural, y reducen la estabilidad de ese fragmento doble, aunque cuando el fragmento doble disocia al
menos una de las cadenas formara un fragmento doble con una diana en que el monémero seleccionado promovera
la estabilidad, p.ej., el mondémero formara un par mas estable con un monémero que se da de forma natural en la
secuencia diana que el emparejamiento formado en el agente de ARNi.
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Un ejemplo de dicho emparejamiento es 2-amino A y cualquiera de un analogo de 2-tiopirimidinade Uo T.

Cuando estan situados en posiciones complementarias del agente de ARNi estos monémeros emparejaran muy mal
y minimizaran la estabilidad. Sin embargo, se forma un fragmento doble entre 2 amino Ay el U de una diana que se
da de forma natural, o un fragmento doble es entre 2-tio U y la A de una diana que se da de forma natural o0 2-tio Ty
la A de una diana que se da de forma natural tendrd una energia de disociacién relativamente mayor y sera mas
estable. Esto se muestra en la FIG. 12.

El par mostrado en la FIG. 12 (la 2-amino Ay el 2-s U y T) es ejemplar. En otra realizacién, el monémero en la
posicion seleccionada en la cadena homosentido puede ser un resto de emparejamiento universal. Un agente de
emparejamiento universal formara algin grado de enlace de H con mas de uno y preferiblemente todos los demas
monomeros que se dan de forma natural. Unos ejemplos de un resto de emparejamiento universal es un monémero
que incluye 3-nitropirrol. (Ejemplos de otros analogos de base universal candidatos pueden encontrarse en la
técnica, p.ej., en Loakes, 2001, NAR 29:2437-2447. Pueden encontrarse también ejemplos en la seccion de Bases
universales posterior). En estos casos el monémero en la posicion correspondiente de la cadena antisentido puede
elegirse por su capacidad para formar un fragmento doble con la diana y puede incluir, p.gj., A, U, G, o C.

Los agentes de ARNi descritos en la presente memoria pueden incluir:

Una secuencia homosentido, que preferiblemente no tiene como objetivo una secuencia en un sujeto, y una
secuencia antisentido, que tiene como objetivo un gen diana en un sujeto. Las secuencias homosentido y antisentido
tienen suficiente complementariedad la una con la otra para hibridar, p.ej., bajo condiciones fisioldgicas, p.ej., bajo
condiciones fisioldgicas pero no en contacto con una helicasa u otra enzima desenrrollante. En una regién doble del
agente de ARNi, en una posicion seleccionada o restringida, los mondémeros se seleccionan de manera que:

El monémero en la secuencia homosentido se selecciona de manera que, no empareja, o forma un par con su
monomero correspondiente en la cadena antisentido que minimiza la estabilidad (p.€j., el enlace de H formado entre
el monémero en el sitio seleccionado en la cadena homosentido y su monoémero en el sitio correspondiente en la
cadena antisentido son menos estables que los enlaces de H formados por el mondmero de la secuencia antisentido
y su pareja de Watson-Crick candnica o, si el monémero en la cadena antisentido incluye una base modificada, el
analogo natural de la base modificada y su pareja de Watson-Crick candnica).

El mondémero que estad en la posicién correspondiente en la cadena antisentido se selecciona de manera que
maximiza la estabiliza de un fragmento doble que se forma con la secuencia diana, p.ej., forma un emparejamiento
de Watson-Crick canénico con el monémero en la posicion correspondiente en la cadena diana.

Opcionalmente, el monémero en la secuencia homosentido se selecciona de manera que, no empareja, o forma un
par con su monoémero correspondiente en la cadena antisentido que minimiza la estabilidad con una secuencia
inespecifica.

La inclusiéon de dichos mondmeros tendra uno o més de los siguientes efectos: desestabilizara el fragmento doble de
agente de ARNi, desestabilizara las interacciones entre la secuencia homosentido y las secuencias diana
involuntarias, a veces denominadas como secuencias inespecificas, y las interacciones del fragmento doble entre la
cadena antisentido y la diana deseada no se desestabilizara.

La restriccion situada en los monémeros puede aplicarse a un sitio seleccionado o a mas de un sitio seleccionado.
Por medio del ejemplo, la restriccién puede aplicarse a mas de 1, pero menos de 3, 4, 5, 6, o 7 sitios en un
fragmento doble del agente de ARNi.

Un sitio restringido o seleccionado puede estar presente en un ndmero de posiciones en el fragmento doble del
agente de ARNi. P.gj., un sitio restringido o seleccionado puede estar presente a 3, 4, 5 0 6 posiciones de cualquier
extremo, 3’ 0 5’ de una secuencia duplicada. Un sitio restringido o seleccionado puede estar presente en la mitad de
la region doble, p.ej., puede estar a méas de 3, 4, 5 0 6 posiciones desde el extremo de una regién duplicada.

En alguna realizacién la region doble del agente de ARNi tendra, malapareamientos, ademds del sitio o sitios
seleccionados o restringidos. Preferiblemente no tendra mas de 1, 2, 3, 4 o 5 bases, que no forman pares de
Watson-Crick canénicos o que no hibridan. Los salientes se tratan en detalle en otra parte en la presente memoria
pero son preferiblemente de aproximadamente 2 nucleétidos de longitud. Los salientes pueden ser complementarios
a las secuencias génicas que son objetivo o pueden ser otra secuencia. TT es una secuencia saliente preferida. Las
secuencias de agente de ARNi primera y segunda también pueden unirse, p.ej., mediante bases adicionales para
formar una horquilla, 0 mediante otros conectores que no son base.

Los mondmeros pueden seleccionarse de manera que: los mondémeros primero y segundo son ribonucleétidos que
se dan de forma natural, o ribonucleé6tidos modificados que tienen bases que se dan de forma natural, y cuando
ocupan sitios complementarios o bien no emparejan y no tienen un considerable nivel de enlaces de H, o forman un
emparejamiento de Watson-Crick no candnico y forman un patréon no canénico de enlaces de H, que normalmente
tienen una menor energia de disociacion libre que la vista en un emparejamiento de Watson-Crick canénico, o si no
emparejan para dar una energia de asociacion libre que es menor que la de un valor preseleccionado o es menor,
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p.ej., que la de un emparejamiento canoénico. Cuando una (o ambas) de las secuencias de agente de ARNi forma un
fragmento doble con una diana, el primer (0 segundo) mondmero forma un emparejamiento de Watson-Crick
canonico con la base en la posicién complementaria en la diana, o forma un emparejamiento de Watson-Crick no
canodnico que tiene una mayor energia de disociacion libre y un mayor Tm que el visto en el emparejamiento en el
agente de ARNi. Los emparejamiento clasicos de Watson-Crick son como sigue: A-T, G-C, y A-U. Los
emparejamiento de Watson-Crick no canénicos se conocen en la técnica y pueden incluir, U-U, G-G, G-Atrans, G-Acis
y GU.

El monémero en una o ambas de las secuencias se selecciona de manera que, no empareja, o forma un par con su
correspondiente monémero en la otra secuencia que minimiza la estabilidad (p.ej., el enlace de H formado entre el
monomero en el sitio seleccionado en una secuencia y su monémero en el sitio correspondiente en la otra secuencia
son menos estables que los enlaces de H formados por uno monémero (o ambos) de las secuencias con la
secuencia diana respectiva. El mondémero en una o ambas cadenas se elige también para promover la estabilidad en
uno o ambos de los fragmentos dobles hechos por una cadena y su secuencia diana. P.ej., uno o mas de los
monomeros y las secuencias diana se seleccionan de manera que en la posicidon seleccionada o restringida, no se
forman enlaces de H, o se forma un emparejamiento no canénico en el fragmento doble del agente de ARNi, o si no
emparejan de otra forma para dar una energia de asociacion libre que es menor que la de un valor preseleccionado
0 es menor p.ej., que la de un emparejamiento canénico, pero cuando una (0 ambas) secuencias forman un
fragmento doble con la diana respectiva, el emparejamiento en el sitio seleccionado o restringido es un
emparejamiento de Watson-Crick canénico.

La inclusién de dichos monémeros tendra uno o mas de los siguientes efectos: desestabilizara el fragmento doble
del agente de ARNi, desestabilizar4 las interacciones entre la secuencia homosentido y secuencias diana
involuntarias, a veces denominadas como secuencias inespecificas, y las interacciones dobles entre la secuencia y
la diana deseada no se desestabilizaran.

A modo de ejemplo:

El monémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye una A (o una base modificada que empareja
con T), y el monémero en la posicidn seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canénico con, p.ej., G. Estos seran utiles en aplicaciones en las
que la secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicion seleccionada. En las realizaciones
donde ambos fragmentos dobles diana estan estabilizados es Gtil en donde la secuencia diana para la cadena
segunda tiene un mondémero que formard un emparejamiento de Watson-Crick candénico con el mondémero
seleccionado para la posicion seleccionada en la segunda cadena.

El monémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye U (o una base modificada que empareja con
A), y el mondémero en la posiciéon seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canénico, p.ej., U o G. Estos seran utiles en aplicaciones en las
que la secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicion seleccionada. En las realizaciones
donde ambos fragmentos dobles diana estan estabilizados es Util en donde la secuencia diana para la segunda
cadena tiene un mondémero que formara un emparejamiento de Watson-Crick candnico con el mondmero
seleccionado para la posicion seleccionada en la segunda cadena.

El mondémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye una G (o una base modificada que empareja
con C), y el monémero en la posicién seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formard un emparejamiento no canénico con, p.ej., G, Acis, Arans 0 U. Estos seran Utiles en
aplicaciones en las que la secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicion seleccionada. En
realizaciones donde ambos fragmentos dobles diana estan estabilizados es util en donde la secuencia diana para la
segunda cadena tiene un monémero que formara un emparejamiento de Watson-Crick canénico con el monémero
seleccionado para la posicion seleccionada en la segunda cadena.

El mondémero en el sitio seleccionado en la primera secuencia incluye una C (o una base modificada que empareja
con G), y el mondémero en la posicion seleccionada en la segunda secuencia se elige de un monémero que no
emparejara o que formara un emparejamiento no canonico. Estos seran Utiles en aplicaciones en las que la
secuencia diana para la primera secuencia tiene una T en la posicion seleccionada. En realizaciones donde ambas
cadena dobles diana estan estabilizadas es util en donde la secuencia diana para la segunda cadena tiene un
monomero que formarda un emparejamiento de Watson-Crick candnico con el monémero seleccionado para la
posicion seleccionada en la segunda cadena.

Un mondémero o mondémeros modificados o que no se dan de forma natural pueden elegirse de manera que cuando
un mondémero modificado o que no se da de forma natural ocupa unas posiciones en la posicion seleccionada o
restringida en un agente de ARNi muestran una primera energia de disociacién libre y cuando uno (o ambos) de
ellos emparejan con un monémero que se da de forma natural, el par muestra una segunda energia de disociacion
libre, que es normalmente mayor que la del emparejamiento de los monémeros primero y segundo. P.ej., cuando los
monomeros primero y segundo ocupan posiciones complementarias o bien no emparejan o no tienen un nivel
considerable de enlaces de H, o forman un enlace mas débil que uno de ellos formaria con un monémero que se da
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de forma natural, y reducen la estabilidad de ese fragmento doble, pero cuando el fragmento doble se disocia al
menos una de las cadenas formara un fragmento doble con una diana en que el monémero seleccionado promovera
la estabilidad, p.ej., el monémero formara un par mas estable con un monémero que se da de forma natural en la
secuencia diana que el emparejamiento que formé en el agente de ARN..

Un ejemplo de dichos emparejamientos es 2-amino A y cualquiera de un analogo de 2-tio pirimidinade Uo T.

Cuando estéan situados en posiciones complementarias del agente de ARNi estos monémeros emparejaran muy mal
y minimizaran la estabilidad. Sin embargo, un fragmento doble se forma entre 2 amino A y el U de una diana que se
da de forma natural, o un fragmento doble es entre 2-tio U y la A de una diana que se da de forma natural 0 2-tio Ty
la A de una diana que se da de forma natural tendrd una energia de disociacién libre relativamente mayor y sera
mas estable.

El monémero en la posicién seleccionada en la cadena homosentido puede ser un resto de emparejamiento
universal. Un agente de emparejamiento universal formara algun grado de enlace de H con mas de uno y
preferiblemente todos los monémeros que se dan de forma natural. Un ejemplo de un resto de emparejamiento
universal es un monémero que incluye 3-nitropirrol. (Ejemplos de otros analogos de base universal candidatos
pueden encontrarse en la técnica, p.ej., en Loakes, 2001, NAR 29:2437-2447. También pueden encontrarse
ejemplos en la seccion de Bases universales posterior). En estos casos el monémero en la posicion correspondiente
de la cadena antisentido puede elegirse por su capacidad para formar un fragmento doble con la diana y puede
incluir, p.ej., A, U, Go C.

Los agentes de ARNi de la invencion pueden incluir:

Una secuencia homosentido, que preferiblemente no tiene como objetivo una secuencia en un sujeto, y una
secuencia antisentido, que tiene como objetivo un gen diana en un sujeto. Las secuencias homosentido y antisentido
tienen suficiente complementariedad la una con la otra para hibridar, p.ej., en condiciones fisioldgicas, p.ej., en
condiciones fisioldgicas pero no en contacto con una helicasa u otra enzima desenrrollante. En una regién doble del
agente de ARNi, en una posicion seleccionada o restringida, los mondémeros se seleccionan de manera que:

El monémero en la secuencia homosentido se selecciona de manera que, no empareja, o forma un par con su
correspondiente monémero en la cadena antisentido que minimiza la estabilidad (p.ej., el enlace de H formado entre
el monémero en el sitio seleccionado en la cadena homosentido y su monémero en el sitio correspondiente en la
cadena antisentido son menos estables que los enlaces de H formados por el monémero de la secuencia antisentido
y su pareja de Watson-Crick canénica o, si el monémero en la cadena antisentido incluye una base modificada, el
analogo natural de la base modificada y su pareja de Watson-Crick canénica);

El monémero esta en la posicion correspondiente en la cadena antisentido se selecciona de manera que maximiza
la estabilidad de un fragmento doble que forma con la secuencia diana, p.ej., forma un emparejamiento de Watson-
Crick candnico con el monémero en la posicion correspondiente en la cadena diana;

Opcionalmente, el monémero en la secuencia homosentido se selecciona de manera que, no empareja, o forma un
par con su correspondiente monémero en la cadena antisentido que minimiza la estabilidad con una secuencia
inespecifica.

La inclusién de dichos monémeros tendra uno o mas de los siguientes efectos: desestabilizara el fragmento doble
del agente de ARNi, desestabilizar4 las interacciones entre la secuencia homosentido y secuencias diana
involuntarias, a veces denominadas como secuencias inespecificas, y las interacciones dobles entre la cadena
antisentido y la diana deseada no se desestabilizaran.

La restriccion situada en los monémeros puede aplicarse a un sitio seleccionado o a mas de un sitio seleccionado.
Por medio del ejemplo, la restriccién puede aplicarse a mas de 1, pero menos de 3, 4, 5, 6 0 7 sitios en un fragmento
doble del agente de ARNi.

Un sitio restringido o seleccionado puede estar presente en un nimero de posiciones en el fragmento doble del
agente de ARNi. P.ej., un sitio restringido o seleccionado puede estar presente a 3, 4, 5 o 6 posiciones de cualquier
extremo,3’ 0 5’ de una secuencia duplicada. Un sitio restringido o seleccionado puede estar presente en el centro de
la region doble, p.ej., puede estar a mas de 3, 4, 5 0 6 posiciones del extremo de una regién doble.

El agente de ARNi puede seleccionarse para tener como objetivo un amplio espectro de genes, que incluyen
cualquiera de los genes descritos en la presente memoria.

En una realizacion preferida el agente de ARNi tiene una arquitectura (arquitectura se refiere a uno o mas de la
longitud total, longitud de una regidn doble, la presencia, niumero, posicion o longitud de salientes, forma de cadena
cantar frente a bicatenaria) descrita en la presente memoria.

P.ej., el agente de ARNi puede ser menor de 30 nucleétidos de longitud, p.ej., 21-23 nucledtidos. Preferiblemente, el
ARNi tiene 21 nucleétidos de longitud y hay una region doble de aproximadamente 19 pares. En una realizacién, el
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ARNi tiene 21 nucleodtidos de longitud, y la region doble del ARNi tiene 19 nucledtidos. En otra realizacion, el ARNi
es mayor de 30 nucleétidos de longitud.

En alguna realizacién la region doble del agente de ARNi tendra, malapareamientos, ademds del sitio o sitios
seleccionados o restringidos. Preferiblemente no tendra mas de 1, 2, 3, 4 o 5 bases, que no forman pares de
Watson-Crick canénicos o que no hibridan. Los salientes se tratan en detalle en otro sitio en la presente memoria
pero tienen preferiblemente aproximadamente 2 nucleétidos de longitud. Los salientes pueden ser complementarios
a las secuencias génicas que son objetivo o pueden ser otra secuencia. TT es una secuencia saliente preferida. La
primera y segunda secuencias del agente de ARNi pueden también unirse, p.ej., mediante bases adicionales para
formar una horquilla, o por otros conectores que no son bases.

Puede hacerse uso de uno o0 mas parametros de seleccion o restriccion de manera que: los monémeros en el sitio
seleccionado en las secuencias homosentido y antisentido son ambos ribonucleétidos que se dan de forma natural,
o ribonucleétidos modificados que tienen bases que se dan de forma natural, y cuando ocupan sitios
complementarios en el fragmento doble del agente de ARNi o bien no emparejan y no tienen un considerable nivel
de enlaces de H, o forman un emparejamietno de Watson-Crick no canonico y por consiguiente forman un patron no
canodnico de enlaces de H, que tienen generalmente una menor energia de disociacion libre que la vista en un
emparejamiento de Watson-Crick, 0 si no emparejan para dar una energia de asociacion libre que es menor que la
de un valor preseleccionado o es menor, p.ej., que la de un emparejamiento candnico. Cuando una, normalmente la
secuencia antisentido de las secuencias del agente de ARNi forma un fragmento doble con otra secuencia,
generalmente una secuencia en el sujeto, y generalmente una secuencia diana, el monémero forma un
emparejamiento de Watson-Crick clasico con la base en la posicion complementaria en la diana, o forma un
emparejamiento de Watson-Crick no canénico que tiene una mayor energia de disociacion libre y un mayor Tm que
el visto en el emparejamiento en el agente de ARNi. Opcionalmente, cuando la otra secuencia del agente de ARN;i,
normalmente la secuencia homosentido forma un fragmento doble con otra secuencia, generalmente una secuencia
en el sujeto, y generalmente una secuencia inespecifica, el monémero falla en formar un emparejamiento de
Watson-Crick candnico con la base en la posicion complementaria en la secuencia inespecifica, p.ej., forma o forma
un emparejamiento de Watson-Crick no canénico que tiene una menor energia de disociacion libre y un menor Tm.

A modo de ejemplo:

El monémero en el sitio seleccionado en la cadena antisentido incluye una A (o una base modificada que empareja
con T), el monémero correspondiente en la diana es una T, y la cadena homosentido se elige de una base que no
emparejara o que formara un par no canénico con, p.ej., G;

El mondmero en el sitio seleccionado en la cadena antisentido incluye un U (o una base modificada que empareja
con A), el monémero correspondiente en la diana es una A, y la cadena homosentido se elige de un mondmero que
no emparejara o que formard un emparejamiento no canénico, p.ej., U o G;

El mon6émero en el sitio seleccionado en la cadena antisentido incluye una C (o una base modificada que empareja
con G), el monémero correspondiente en la diana es una G, y la cadena homosentido se elige de un mondémero que
no emparejara o que formara un emparejamiento no canénico, p.ej., G, Acis, Atrans 0 U; 0

El monémero en el sitio seleccionado en la cadena antisentido incluye una G (o una base modificada que empareja
con C), el monémero correspondiente en la diana es una C, y la cadena homosentido se elige de un monémero que
no emparejara o que formara un emparejamiento no canoénico.

En otra realizacién un monémero o monémeros modificados 0 que no se dan de forma natural se elige de manera
que cuando ocupa una posicion complementaria en un agente de ARNi muestran una primera energia de
disociacion libre y cuando uno (o ambos) de ellos empareja con un monémero que se da de forma natural, el par
muestra una segunda energia de disociacién libre, que es normalmente mayor que la del emparejamiento de los
monomeros primero y segundo. P.ej., cuando los mondmeros primero y segundo ocupan posiciones
complementarias o bien no emparejan y no tienen un nivel considerable de enlaces de H, o forman un enlace mas
débil del que uno de ellos formaria con un monémero que se da de forma natural, y reducen la estabilidad de ese
fragmento doble, pero cuando el fragmento doble se disocia al menos una de las cadenas formara un fragmento
doble con una diana en que el monémero seleccionado promovera estabilidad, p.ej., el monémero formara un par
mas estable con un monémero que se da de forma natural en la secuencia diana que el emparejamiento que formé
en el agente de ARNi.

Un ejemplo de dicho emparejamiento es 2-amino A y cualquiera de un analogo de 2-tio pirimidina de U o T. Como se
trata anteriormente, cuando se sitian en posiciones complementarias del agente de ARNi estos monémeros
emparejaran muy mal y minimizaran la estabilidad. Sin embargo, un fragmento doble se forma entre 2-amino A y el
U de una diana que se da de forma natural, o se forma un fragmento doble entre 2-tio U y la A de una diana que se
da de forma natural o 2-tio T y la A de una diana que se da de forma natural tendra una energia de disociacion libre
relativamente mayor y sera mas estable.

El monémero en la posicién seleccionada en la cadena homosentido puede ser un resto de emparejamiento
universal. Un agente de emparejamiento universal formara algun grado de enlace de H con mas de uno y
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preferiblemente todos los demas mondmeros que se dan de forma natural. Unos ejemplos de un resto de
emparejamiento universal es un monémero que incluye 3-nitropirrol. Ejemplos de otros analogos de base universal
candidatos pueden encontrarse en la técnica, p.ej., en Loakes, 2001, NAR 29:2437-2447. En estos casos el
monomero en la posicion correspondiente de la cadena antisentido puede elegirse por su capacidad para formar un
fragmento doble con la diana y puede incluir, p.gj., A, U, G o C.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un agente de ARNi que incluye: una secuencia homosentido,
que preferiblemente no tiene como objetivo una secuencia en un sujeto, y una secuencia antisentido, que tiene como
objetivo una pluralidad de secuencias diana en un sujeto, en los que las dianas difieren en la secuencia en solo 1 o
un pequeio numero, p.ej., no mas de 5, 4, 3 0 2 posiciones. Las secuencias homosentido o antisentido tienen
suficiente complementariedad la una a la otra para hibridar, p.ej., en condiciones fisiolégicas, p.ej., en condiciones
fisiolégicas pero no en contacto con una helicasa u otra enzima desenrrollante. En la secuencia de la cadena
antisentido del agente de ARNi se selecciona de manera que una, algunas o todas las posiciones que corresponden
a posiciones que difieren en la secuencia entre las secuencias diana, la cadena antisentido incluira un monémero
que formard enlaces de H con al menos dos diferentes secuencias diana. En un ejemplo preferido la secuencia
antisentido incluira un monémero universal o promiscuo, p.ej., un monémero que incluye 5-nitropirrol, 2-amino A, 2-
tio U o 2-tio T, u otra base universal indicada en la presente memoria.

En una realizacion preferida el agente de ARNi tiene como objetivo secuencias repetidas (que difieren en solo una o
un numero pequefio de posiciones la una de la otra) en un Unico gen, una pluralidad de genes, o un genoma virico,
p.€j., el genoma de VHC.

Una realizacién se ilustra en las FIGs. 13y 14.

En otro aspecto, descrito en la presente memoria se determina, p.ej., por medida o célculo, la estabilidad de un
emparejamiento entre monémeros en una posicion seleccionada o restringida en el fragmento doble del agente de
ARNi, y preferiblemente que determina la estabilidad para el correspondiente emparejamiento en un fragmento doble
entre una secuencia del agente de ARNi y otro ARN, p.ej., una secuencia diana. Las determinaciones pueden
compararse. Un agente de ARNi asi analizado puede usarse en el desarrollo de un agente de ARNi modificado
adicionalmente o puede administrarse a un sujeto. Este andlisis puede realizarse sucesivamente para refinar o
disefnar agentes de ARNi optimizados.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un kit que incluye uno o mas de los siguiente: un ARNi descrito
en la presente memoria, un recipiente estéril en que el agente de ARNi se describe, e instrucciones de uso.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un agente de ARNi que contiene una secuencia restringida
hecha por un método descrito en la presente memoria. El agente de ARNi pueden tener como objetivo uno o mas de
los genes que se tratan en la presente memoria.

Los agentes de ARNi que tienen sitios restringidos o seleccionados, p.ej., como se describen en la presente
memoria, pueden usarse de cualquier forma descrita en la presente memoria. Por consiguiente, los agentes de ARNi
que tienen sitios restringidos o seleccionados, p.ej., como se describen en la presente memoria, pueden usarse para
silenciar una diana, p.ej., en cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria y para dirigirse a
cualquiera de los genes descritos en la presente memoria o para tratar cualquiera de los trastornos descritos en la
presente memoria. Los agentes de ARNi que tienen sitios restringidos o seleccionados, p.ej., como se describen en
la presente memoria, pueden incorporarse en cualquiera de las formulaciones o preparados, p.ej., preparados
farmacéuticos o estériles descritos en la presente memoria. Los agentes de ARNi que tienen sitios restringidos o
seleccionados, p.ej., como se describe en la presente memoria, pueden administrarse mediante cualquiera de las
rutas de administracion descritas en la presente memoria.

El término “distinto del emparejamiento de Watson-Crick can6nico” como se usa en la presente memoria, se refiere a
un emparejamiento entre un primer monémero en una primera secuencia y un segundo monémero en la posicion
correspondiente en una segunda secuencia de un fragmento doble en que uno o mas de lo siguiente es verdad: (1)
esencialmente no hay emparejamiento entre los dos, p.ej., no hay un nivel significativo de enlace de H entre los
monomeros o el enlace entre los monémeros no contribuye de ninguna forma significativa a la estabilidad del
fragmento doble; (2) los monémeros son un emparejamiento no canénico de monémeros que tienen una bases que
se dan de forma natural, es decir, son distintos de A-T, A-U o G-C, y forman enlaces de H monémero-mondmero,
aunque generalmente el patron de enlace de H formado es menos fuerte que los enlaces formados por un
emparejamiento canoénico; o (3) al menos uno de los mondémeros incluye unas bases que no se dan de forma natural
y los enlaces de H formados entre los monémeros es, preferiblemente formado es menos fuerte que los enlaces
formados por un emparejamiento canénico, especificamente uno o mas de A-T, A-U, G-C.

El término “inespecifico” como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia distinta de la secuencia a
silenciar.

Bases universales: “comodines”, complementariedad basada en la forma
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(Bi-stranded, multisite replication of a base pair between diflurotoluene and adenine: confirmation by “inverse”
sequencing. Lui, D.; Moran, S.; Kool, E.T. Chem. Biol., 1997, 4, 919-926).
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(Importance of terminal base pair hydrogen-bonding in 3'-end proofreading by the Klenow fragment of DNA
polymerase |. Morales, J.C.; Kool, E.T. Biochemistry, 2000, 39, 2626-2632).

(Selective and stable DNA base pairing without hydrogen bonds. Matray, T.J.; Kool, E.T.J. Am.Chem. Soc., 1998,
120, 6191,6192).
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(Difluorotoluene, a nonpolar isostere for thymine, codes specifically and efficiently for adenine in DNA replication.
Moran, S. Ren, R.X.-F.; Rumney IV, S.; Kool, E.T. J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 2056-2057)

(Structure and base pairing properties of a replicable nonpolar isostere for deoxyadenosine. Guckian, K.M.; Morales,
J.C.; Kool, E.T. J. Org. Chem., 1998, 63, 9652-9656
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(Universal bases for hybridization, replication and chain termination. Berger, M.; Wu. Y.; Ogawa, A.K.; McMinn, D.L.;
Schultz, P.G.; Romesberg, F.E. Nucleic Acids Res.,2000, 28, 2911-2914)
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(1. Efforts toward the expansion of the genetic alphabet: Information storage and replication with unnatural
hydrophobic base pairs. Ogawa, A. K.; Wu, Y.; McMinn, D. L.; Liu, J.; Schultz, P. G.; Romesberg, F. E. J. Am. Chem.
Soc., 2000, 122, 3274-3287. 2. Rational design of an unnatural base pair with increased kinetic selectivity. Ogawa, A.
K.; Wu. Y.; Berger, M.; Schultz, P. G.; Romesberg, F. E. J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 8803-8804)

2t
N N/
s,
7Al

(Efforts toward expansion of the genetic alphabet: replication of DNA with three base pairs. Tae, E. L.; Wu, Y.; Xia,
G.; Schultz, P. G.; Romesberg, F. E. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 7439-7440)
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(1. Efforts toward expansion of the genetic alphabet: Optimization of interbase hydrophobic interactions. Wu, Y.;
Ogawa, A. K.; Berger, M.; McMinn, D. L.; Schultz, P. G.; Romesberg, F. E. J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 7621-
7632. 2. Efforts toward expansion of genetic alphabet: DNA polymerase recognition of a highly stable, self-pairing
hydrophobic base. McMinn, D. L.; Ogawa. A. K.; Wu, Y.; Liu, J.; Schultz, P. G.; Romesberg, F. E. J. Am. Chem. Soc.,
1999, 121, 11585-11586)

(A stable DNA duplex containing a non-hydrogen-bonding and non-shape complementary base couple: Interstrand
stacking as the stability determining factor. Brotschi, C.; Haberli, A.; Leumann, C, J. Angew. Chem. Int. Ed., 2001, 40,
3012-3014)

(2,2'-Bipyridine Ligandoside: A novel building block for modifying DNA with intra-duplex metal complexes. Weizman,
H.; Tor, Y. J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 3375-3376)
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(Minor groove hydration is critical to the stability of DNA duplexes. Lan, T.; McLaughlin, L. W. J. Am. Chem. Soc.,
2000, 122, 6512-13)
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(Effect of the Universal base 3-nitropyrrole on the selectivity of neighboring natural bases. Oliver, J. S.; Parker, K. A;;
Suggs, J. W. Organic Lett., 2001, 3, 1977-1980. 2. Effect of the 1-(2'-deoxy-B-D-ribofuranosyl)-3-nitropyrrol residue
on the stability of DNA duplexes and triplexes. Amosova, O.; George J.; Fresco, J. R. Nucleic Acids Res., 1997, 25,
1930-1934. 3. Synthesis, structure and deoxyribonucleic acid sequencing with a universal nucleosides: 1-(2'-deoxy-p-
D-ribofuranosyl)-3-nitropyrrole. Bergstrom, D. E.; Zhang, P.; Toma, P. H.; Andrews, P. C.; Nichols, R. J. Am. Chem.
Soc., 1995, 117, 1201-1209)
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(Model studies directed toward a general triplex DNA recognition scheme: a novel DNA base that binds a CG base-
pair in an organic solvent. Zimmerman, S. C.; Schmitt, P. J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 10769-10770)
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(Recognition of a single guanine bulge by 2-acylamino-1,8-naphthyridine. Nakatani, K.; Sando, S.; Saito, I. J. Am.
Chem. Soc., 2000, 122, 2172-2177. b. Specific binding of 2-amino-1,8-naphthyridine into single guanine bulge as
evidenced by photooxidation of GC doublet, Nakatani, K.; Sando, S.; Yoshida, K.; Saito, |. Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2001, 11, 335-337)

Modificaciones asimétricas
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Los mondmeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi, que puede modificarse asimétricamente como se describe en la presente memoria, y como se describe en
la Solicitud Internacional num. de serie PCT/US04/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.

Un agente de ARNi modificado asimétricamente es uno en que una cadena tiene una modificacién que no esta
presente en la otra cadena. Una modificacién asimétrica es una modificacién encontrada en una cadena pero no en
la otra cadena. Cualquier modificacién, p.ej., cualquier modificacion descrita en la presente memoria, puede estar
presente como una modificacion asimétrica. Una modificacion asimétrica puede conferir cualquiera de las
propiedades deseadas asociadas con una modificacién, p.ej., las propiedades tratadas en la presente memoria.
P.ej., una modificacion asimétrica puede: conferir resistencia a la degradacién, una alteraciéon en la vida media;
dirigir al agente de ARNi a una diana particular, p.ej., a un tejido particular; modular, p.ej., aumentar o disminuir, la
afinidad de una cadena por su secuencia complemento o diana; o impedir o promover la modificacién de un resto
terminal, p.ej., modificacion por una quinasa u otras enzimas implicadas en la ruta del mecanismo RISC. La
designacion de una modificacion como que tiene una propiedad no significa que no tenga otra propiedad, p.ej., una
modificacién que se refiere como una que promueve la estabilizacién podria también mejorar el direccionamiento.

Aunque sin desear estar atados por la teoria o cualquier modelo mecanistico particular, se cree que la modificacion
asimétrica permite a un agente de ARNi optimizarse en vista de las funciones diferentes o “asimétricas” de las
cadenas homosentido y antisentido. Por ejemplo, ambas cadenas pueden modificarse para aumentar la resistencia a
la nucleasa, sin embargo, como algunos cambios pueden inhibir la actividad de RISC, estos cambios pueden
elegirse para la cadena homosentido. Ademés, como algunas modificaciones, p.ej., restos de direccionamiento,
pueden anadir grupos muy voluminosos que, p.€j., pueden interferir con la actividad de escisién del complejo RISC,
dichas modificaciones se sitian preferiblemente en la cadena homosentido. Por consiguiente, los restos de
direccionamiento, especialmente los voluminosos (p.ej., colesterol), se afaden preferentemente a la cadena
homosentido. En una realizacién, una modificacién asimétrica en que un fosfato de la estructura se sustituye con S,
p.ej., una modificacion de fosforotioato, esta presente en la cadena antisentido, y una modificacién 2’, p.ej., 2° OMe
esta presente en la cadena homosentido. Un resto de direccionamiento puede estar presente en cualquiera (0
ambos) extremos 5 o0 3’ de la cadena homosentido del agente de ARNi. En un ejemplo preferido, un P de la
estructura se sustituye con S en la cadena antisentido, 220OMe esté presente en la cadena homosentido, y un resto
de direccionamiento se afiade a cualquiera de los extremos 5" 0 3’ de la cadena homosentido del agente de ARNi.

En una realizacion preferida un agente de ARNi modificado asimétricamente tiene una modificaciéon en la cadena
homosentido cuya modificacion no se encuentra en la cadena antisentido y la cadena antisentido tiene una
modificacién que no se encuentra en la cadena homosentido.

Cada cadena puede incluir una 0 mas modificaciones asimétricas. Por medio de ejemplo: una cadena puede incluir
una primera modificacion asimétrica que confiere una primera propiedad en el agente de ARNi y la otra cadena
puede tener una segunda modificacion asimétrica que confiere una segunda propiedad en el ARNi. P.ej., una
cadena, p.ej., la cadena homosentido puede tener una modificacion que dirige al agente de ARNi a un tejido, y la
otra cadena, p.ej., la cadena antisentido, tiene una modificacion que promueve la hibridacion con la secuencia
génica diana.

En algunas realizaciones ambas cadenas puede modificarse para optimizar la misma propiedad, p.ej., para
aumentar la resistencia a la degradacion nucleolitica, pero se eligen diferentes modificaciones para las cadenas
homosentido y antisentido, p.ej., porque las modificaciones afectan a otras propiedades también. P.ej., como
algunos cambios pueden afectar a la actividad de RISC estas modificaciones se eligen para la cadena homosentido.

En una realizacion una cadena tiene una modificacion 2’ asimétrica, p.ej., una modificacion 2° OMe, y la otra cadena
tiene una modificacion asimétrica de la estructura fosfato, p.ej., una modificaciéon fosforotioato. Asi que, en una
realizacién la cadena antisentido tiene una modificacién 2° OMe asimétrica y la cadena homosentido tiene una
modificacion fosforotioato asimétrica (o viceversa). En una realizacion particularmente preferida el agente de ARNi
tendra modificaciones 2’-O alquilo asimétricas, preferiblemente 2’-OMe, en la cadena homosentido y modificacién P
de la estructura asimétrica, preferiblemente una modificacién fosfotioato en la cadena antisentido. Puede haber una
o multiples modificaciones 2’-OMe, p.ej., al menos 2, 3, 4, 5 o 6, de las subunidades de la cadena homosentido
pueden modificarse asi. Puede haber una o multiples modificaciones fosforotioato, p.ej., al menos 2, 3, 4, 5 0 6 de
las subunidades de la cadena antisentido pueden modificarse asi. Es preferible tener un agente de ARNi en el que
hay multiples modificaciones 2’-OMe en la cadena homosentido y mdultiples modificaciones fosforotioato en la
cadena antisentido. Todas las subunidades en una o ambas cadenas pueden modificarse asi. Una realizacion
particularmente preferida de modificacion asimétrica multiple en ambas cadenas tiene una region doble de
aproximadamente 20-21, y preferiblemente 19, subunidades de longitud y uno o dos salientes 3 de
aproximadamente 2 subunidades de longitud.

Las modificaciones asimétricas son Utiles para promover la resistencia a la degradacion mediante nucleasas, p.€j.,
endonucleasas. Los agentes de ARNi pueden incluir una o mas modificaciones asimétricas que promueven la
resistencia a la degradacion. En realizaciones preferidas la modificacion en la cadena antisentido es una que no
interferird con el silenciamiento de la diana, p.ej., una que no interferira con la escision de la diana. La mayoria si no
todos los sitios en una cadena son vulnerables, en algun grado, a la degradacién por endonucleasas. Se pueden
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determinar sitios que son relativamente vulnerables e insertar modificaciones asimétricas que inhiben la
degradacién. Es a menudo deseable proporcionar una modificacion asimétrica de un sitio UA en un agente de ARN;,
y en algunos casos es deseable proveer a la secuencia UA en ambas cadenas con modificacion asimétrica. Los
ejemplos de modificaciones que inhiben la degradacion endonucleolitica pueden encontrarse en la presente
memoria. Modificaciones particularmente favorecidas incluyen: modificaciones 2, p.ej., provision de un resto 2’ OMe
en el U, especialmente en una cadena homosentido; modificacién de la estructura, p.ej., con la sustitucién de un O
con un S, en la estructura fosfato, p.ej., la provision de una modificacién fosforotioato, en el U o la A o ambos,
especialmente en una cadena antisentido; sustitucion del U con un conector amino C5; sustitucion de la A con una G
(los cambios de secuencia se prefiere que estén situados en la cadena homosentido y no en la cadena antisentido);
y modificacion de la en la posicion 2°, 6, 7° u 8. Son realizaciones preferidas aquellas en que una o mas de estas
modificaciones estan presentes en la cadena homosentido pero no en la antisentido, o realizaciones donde la
cadena antisentido tiene menos de dichas modificaciones.

La modificacién asimétrica puede usarse para inhibir la degradacién por exonucleasas. Las modificaciones
asimétricas pueden incluir aquellas en que solo una cadena se modifica ademas de aquellas en que ambas se
modifican. En realizaciones preferidas la modificacion en la cadena antisentido es una que no interferira con el
silenciamiento de la diana, p.€j., una que no interferird con la escision de la diana. Algunas realizaciones tendran una
modificacién asimétrica en la cadena homosentido, p.ej., en un saliente 3, p.ej., en el extremo 3’, y en la cadena
antisentido, p.ej., en un saliente 3’, p.ej., en el extremo 3. Si las modificaciones introducen restos de diferentes
tamanos es preferible que el mayor esté en la cadena homosentido. Si las modificaciones introducen restos de
diferente carga es preferible que la que tenga mayor carga esté en la cadena homosentido.

Ejemplos de modificaciones que inhiben la degradacion exonucleolitica pueden encontrarse en la presente memoria.
Las modificaciones particularmente favorecidas incluyen: modificacion 2’, p.ej., provision de un resto OMe 2’ en un
saliente 3, p.ej., en el extremo 3’ (extremo 3’ significa en el atomo 3’ de la molécula o el resto mas 3, p.gj., la
posicion mas 3’ P 0 2’, como se indica por el contexto); modificacion de la estructura, p.ej., con la sustitucion de un P
conun S, p.ej., la provision de una modificacion de fosforotioato, o el uso de un P metilado en un saliente 3, p.gj., en
el extremo 3’; combinacion de una modificacién 2’, p.ej., provisién de un resto OMe 2’ y modificacion de la
estructura, p.ej., con la sustitucién de un P con un S, p.ej., la provision de una modificacién fosforotioato, o el uso de
un P metilado, en un saliente 3, p.ej., en el extremo 3’; modificacion con un alquilo 3’; modificacién con una
pirrolidina abésica en un saliente 3’, p.ej., en el extremo 3’; modificacion con naproxeno, ibuprofeno u otros restos
que inhiben la degradacién en el extremo 3'. Las realizaciones preferidas son aquellas en que una o mas de esas
modificaciones estan presentes en la cadena homosentido pero no en la antisentido, o realizaciones donde la
cadena antisentido tiene menos de dichas modificaciones.

Las modificaciones, p.ej., las descritas en la presente memoria, que afectan al direccionamiento pueden
proporcionarse como modificaciones asimétricas. Las modificaciones de direccionamiento que pueden inhibir el
silenciamiento, p.ej., inhibiendo la escisiéon de una diana, pueden proporcionarse como modificaciones asimétricas
de la cadena homosentido. Un resto que altera la biodistribucién, p.ej., colesterol, puede proporcionarse en una o
mas, p.ej., dos, modificaciones asimétricas de la cadena homosentido. Las modificaciones de direccionamiento que
introducen restos que tienen un peso molecular relativamente grande, p.ej., un peso molecular de mas de 400, 500 o
1000 daltons, o que introduce un resto cargado (p.ej., que tiene mas de una carga positiva o una carga negativa)
pueden situarse en la cadena homosentido.

Las modificaciones, p.ej., las descritas en la presente memoria, que modulan, p.ej., aumentan o disminuyen, la
afinidad de una cadena por su complemento o diana, pueden proporcionarse como modificaciones asimétricas.
Estas incluyen: 5 metil U; 5 metil C; pseudouridina, &cidos nucleicos bloqueados, 2 tio U y 2-amino-A. En algunas
realizaciones uno o mas de estos se proporciona en la cadena antisentido.

Los agentes de ARNi tienen una estructura definida, con una cadena homosentido y una cadena antisentido, y en
muchos casos salientes monocatenarios cortos, p.ej., de 2 o 3 nucleétidos estan presentes en uno o mas extremos
3’. La modificacion asimétrica puede usarse para optimizar la actividad de dicha estructura, p.ej., colocandose
selectivamente en el ARNi. P.ej., la region terminal del agente de ARNi definido por el extremo 5 de la cadena
homosentido y el extremo 3’ de la cadena antisentido es importante para la funcién. Esta regi6on puede incluir
nucleétidos emparejados 2, 3 o 4 terminales y cualquier saliente 3'. En las realizaciones preferidas se usan las
modificaciones asimétricas que dan por resultado uno o mas de lo siguiente: modificaciones del extremo 5’ de la
cadena homosentido que inhibe la activacion quinasa de la cadena homosentido, que incluye, p.ej., uniones de
conjugados que dirigen la molécula o el uso de modificaciones que protegen frente a la degradacién exonucleolitica
5’; o modificaciones de cualquier cadena, pero preferiblemente de la cadena homosentido, que mejoran la unién
entre la cadena homosentido y antisentido y promueven asi una estructura “apretada” a este extremo de la molécula.

La regién terminal del agente de ARNi definido por el extremo 3’ de la cadena homosentido y el extremo 5’ de la
cadena antisentido es también importante para la funcion. Esta regién puede incluir los nucleétidos terminales
emparejados 2, 3 0 4 y cualquier saliente 3'. Las realizaciones preferidas incluyen modificaciones asimétricas de
cualquier cadena, pero preferiblemente la cadena homosentido, que disminuyen la unién entre la cadena
homosentido y antisentido y por lo tanto promueven una estructura “abierta” en este extremo de la molécula. Dichas
modificaciones incluyen disponer conjugados que dirigen la molécula o modificaciones que promueven la resistencia
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a la nucleasa en la cadena homosentido en esta regién. La modificacion de la cadena antisentido que inhiben la
activacion quinasa se evitan en las realizaciones preferidas.

Modificaciones ejemplares para disposicion asimétrica en la cadena homosentido incluyen las siguientes:

(a) modificaciones de la estructura, p.ej., modificaciéon de un P de la estructura, que incluye la sustitucion de P con S,
o P sustituido con alquilo o alilo, p.ej., Me, y ditioatos (S-P=S); estas modificaciones pueden usarse para promover la
resistencia a la nucleasa;

(b) 2’-O-alquilo, p.ej., 2’-OMe, 3’-O-alquilo, p.ej., 3'-OMe (en posiciones terminal y/o interna); estas modificaciones
pueden usarse para promover la resistencia a la nucleasa o para mejorar la unién de la cadena homosentido o
antisentido, las modificaciones 3’ pueden usarse en el extremo 5’ de la cadena homosentido para evitar la activacion
de la cadena homosentido por RISC;

(c) uniones 2’-5’ (con 2’-H, 2’-OH y 2’-OMe y con P=0 o P=S) estas modificaciones pueden usarse para promover la
resistencia a la nucleasa o para inhibir la unién de la cadena homosentido a la antisentido, o puede usarse en el
extremo 5’ de la cadena homosentido para evitar la activacion de la cadena homosentido por RISC;

(d) aztcares L (p.gj., L-ribosa, L-arabinosa con 2’-H, 2’-OH y 2’-OMe); estas modificaciones pueden usarse para
promover la resistencia a la nucleasa o para inhibir la unién de la cadena homosentido a la antisentido, o pueden
usarse en el extremo 5’ de la cadena homosentido para evitar la activacion de la cadena homosentido por RISC;

(e) azucares modificados (p.ej., acidos nucleicos bloqueados (LNA), acidos nucleicos de hexosa (HNA) y acidos
nucleicos de ciclohexeno (CeNA)); estas modificaciones pueden usarse para promover la resistencia a la nucleasa o
para inhibir la unién de la cadena homosentido a la cadena antisentido, o puede usarse en el extremo 5 de la
cadena homosentido para evitar la activacion de la cadena por RISC;

(f) modificaciones de nucleobase (p.ej., pirimidinas C-5 modificadas, purinas N-2 modificadas, purinas N-7
modificadas, purinas N-6 modificadas), estas modificaciones pueden usarse para promover la resistencia a la
nucleasa o para mejorar la unién de la cadena homosentido a la antisentido;

(g9) grupos catidnicos y grupos Zwitteridnicos (preferiblemente en un extremo), estas modificaciones pueden usarse
para promover la resistencia a la nucleasa;

(h) grupos conjugados (preferiblemente en posiciones terminales), p.ej., naproxeno, biotina, colesterol, ibuprofeno,
acido félico, péptidos y carbohidratos; estas modificaciones pueden usarse para promover la resistencia a la
nucleasa o para dirigir la molécula, o puede usarse en el extremo 5 de la cadena homosentido para evitar la
activacién de la cadena homosentido por RISC.

Modificaciones ejemplares para la disposicion asimétrica en la cadena antisentido incluyen las siguientes:

(a) modificaciones de la estructura, p.ej., modificacién de un P de la estructura, que incluye sustitucion de P con S, o
P sustituido con alquilo o alilo, p.ej., Me, y ditioatos (S-P=S);

(b) 2’-O-alquilo, p.ej., 2’-OMe (en posiciones terminales);

(c) uniones 2’-5’ (con 2’-H, 2’-OH y 2’-OMe) p.ej., terminales en el extremo 3’); p.ej., con P=0 o P=S preferiblemente
en el extremo 3’, estas modificaciones se excluyen preferiblemente de la region terminal 5’ ya que pueden interferir
con la actividad enzimatica de RISC tal como actividad quinasa;

(d) azucares L (p.gj., L-ribosa, L-arabinosa con 2’-H, 2’-OH y 2’-OMe); p.€j., terminales en el extremo 3’; p.ej., con
P=0 o P=S preferiblemente en el extremo 3’, estas modificaciones se excluyen preferiblemente de la region terminal
5’ ya que pueden interferir con la actividad quinasa;

(e) azucares modificados (p.ej., LNA, HNA y CeNA); estas modificaciones se excluyen preferiblemente de la region
terminal 5' ya que pueden contribuir a aumentos indeseados de emparejamientos entre las cadenas homosentido y
antisentido, se prefiere a menudo tener una estructura “floja” en la regién 5’, adicionalmente, pueden interferir con la
actividad quinasa;

(f) modificaciones de nucleobase (p.ej., pirimidinas C-5 modificadas, purinas N-2 modificadas, purinas N-7
modificadas, purinas N-6 modificadas);

(g) grupos catidnicos y grupos Zwitteridnicos (preferiblemente en un extremo); grupos conjugados (preferiblemente
en posiciones terminales), p.ej., naproxeno, biotina, colesterol, ibuprofeno, acido félico, péptidos y carbohidratos,
pero grupos voluminosos o generalmente grupos que inhiben la actividad RISC se preferirian menos.

El 5-OH de la cadena antisentido deberia dejarse libre para promover la actividad. En algunas realizaciones
preferidas las modificaciones que promueven la resistencia a la nucleasa deberian incluirse en el extremo 3’,
particularmente en el saliente 3'.
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En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método para optimizar, p.ej., estabilizar, un agente de ARN.i.
El método incluye seleccionar una secuencia que tiene actividad, introducir una 0 mas modificaciones asimétricas en
la secuencia, en la que la introduccién de la modificacion asimétrica optimiza una propiedad del agente de ARNi
pero no da por resultado una disminucioén en la actividad.

La disminucién en la actividad puede ser menor que un nivel preseleccionado de disminucion. En las realizaciones
preferidas la disminucion en la actividad significa una disminucién de menos de 5, 10, 20, 40 o 50% de la actividad,
en comparacion con un ARNi por lo demas similar que carece de la modificacion introducida. La actividad puede
medirse, p.ej., in vivo, 0 in vitro, siendo un resultado en cualquiera suficiente para demostrar el mantenimiento de
actividad necesario.

La propiedad optimizada puede ser cualquier propiedad descrita en la presente memoria y en particular las
propiedades tratadas en la seccién en modificaciones asimétricas proporcionada en la presente memoria. La
modificacién puede ser cualquier modificacion asimétrica, p.ej., una modificaciéon asimétrica descrita en la seccion en
modificaciones asimétricas descrita en la presente memoria. Modificaciones asimétricas particularmente preferidas
son modificaciones 2’-Oalquilo, p.ej., modificaciones 2-OMe, particularmente en la secuencia homosentido, y
modificaciones de un O estructural, particularmente modificaciones fosforotioato, en la secuencia antisentido.

En una realizacion preferida se selecciona una secuencia homosentido y se provee con una modificacion asimétrica,
mientras en otras realizaciones se selecciona una secuencia antisentido y se provee con una modificacion
asimétrica. En algunas realizaciones tanto la secuencia homosentido como la antisentido se seleccionan y cada una
se provee con una 0 mas modificaciones asimétricas.

Pueden introducirse multiples modificaciones asimétricas en cualquiera o ambas de las secuencias homosentido y
antisentido. Una secuencia puede tener al menos 2, 4, 6, 8 0 mas modificaciones y todos o esencialmente todos los
monomeros de una secuencia pueden modificarse.

La tabla 2 muestra ejemplos que tienen la cadena | con una modificacion seleccionada y la cadena Il con una
modificacién seleccionada.

Tabla 2. Modificaciones ejemplares de la cadena | y la cadena Il

Cadena |

Cadena Il

Resistencia a la nucleasa (p.€j., 2'-OMe)

Biodistribucion (p.gj., P=S)

Conjugado de biodistribucion (p.ej., lipéfilo)

Funcionalidad de union a proteina (p.ej.,
Naproxeno)

Funcionalidad de distribucion tisular (p.ej.,
carbohidratos)

Funcionalidad de direccionamiento celular (p.ej.,
folato para células cancerigenas)

Funcionalidad de distribucion tisular (p.ej., restos
de direccionamiento a células renales)

Funcionalidad fusogénica (p.ej., polietileniminas)

Direccionamiento a células cancerigenas (p.€j.,
péptidos RGD e iminas)

Funcionalidad fusogénica (p.€j., péptidos)

Resistencia a la nucleasa (p.ej., 2'-OMe)

Aumento en la afinidad de unién (5-Me-C, 5-Me-U,

2-tio-U, 2-amino-A, G-clamp, LNA)

Funcionalidad de distribucion tisular Funcionalidad de mejora de la actividad de RISC

Funcionalidades de cambio de conformacién
helicoidal

Funcionalidad de distribucion tisular (P=S; lip&filo,
carbohidratos)

Arquitectura Z-X-Y

Los mondmeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi, que tiene una arquitectura o estructura Z-X-Y tal como los descritos en la presente memoria y los descritos
en la Solicitud Provisional de Estados Unidos en copropiedad y en tramitacién con la presente nium. de serie
60/510.246, presentada el 9 de octubre de 2003, la Solicitud provisional de Estados Unidos en copropiedad y en
tramitacion con la presente nim. de serie 60/510.318, presentada el 10 de octubre de 2003, y la Solicitud
Internacional en copropiedad y en tramitacion con la presente nim. PCT/US04/07070, presentada el 8 de marzo de
2004.
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Por consiguiente, un agente de ARNi puede tener un primer segmento, la regién Z, un segundo segmento, la region
X, y opcionalmente una tercera region, la region Y:

Z-X-Y.

Puede ser deseable modificar las subunidades en uno o ambos de Z y/o Y por un lado y X por el otro lado. En
algunos casos tendran la misma modificacion o la misma clase de modificacion pero sera méas habitual el caso de
que las modificaciones hechas en Z y/o Y diferiran de las hechas en X.

La regién Z tipicamente incluye un extremo de un agente de ARNi. La longitud de la region Z puede variar, pero sera
tipicamente de 2-14, mas preferiblemente 2-10, subunidades de longitud. Es tipicamente monocatenaria, es decir,
no tendrd emparejamiento de bases con las bases de otra cadena, aunque puede en algunas realizaciones auto-
asociarse, p.ej., para formar una estructura en bucle. Dichas estructuras pueden formarse mediante la formacion de
un bucle en el extremo de la cadena y formando un fragmento doble intracadena. P.ej., pueden formarse 2, 3, 4,50
mas pares de bases intra-cadena, que tienen una regién de salida del bucle o de conexidn, tipicamente de 2 0 mas
subunidades que no se emparejan. Esto puede ocurrir en uno o ambos extremos de una cadena. Una realizacion
tipica de una region Z es un saliente monocatenario, p.ej., un saliente de la longitud descrita en otra parte en la
presente memoria. La regién Z puede por consiguiente ser o incluir una cadena sencilla terminal 3’ o 5. Puede ser
una cadena homosentido o antisentido pero si es antisentido se prefiere que sea un saliente 3. Los enlaces entre
subunidades tipicos en la regién Z incluyen: P=0; P=S; S-P=S; P-NRz; y P-Bro. También pueden estar presentes
enlaces entre subunidades P=X quirales (donde X es S, N o B). (Estos enlaces entre subunidades se tratan en mas
detalle en otro parte en la presente memoria). Otras modificaciones de subunidad de la region Z preferidas (también
tratadas en otra parte en la presente memoria) pueden incluir: modificaciones y restos 3'-OR, 3'SR, 2'-OMe, 3-OMe
y 2’-OH; bases de configuracion alfa; y modificaciones 2’ arabino.

La region X serd un fragmento doble en la mayoria de los casos, en el caso de un agente de ARNi monocatenario,
con una region correspondiente de la cadena sencilla, o en el caso de un agente de ARNi bicatenario, con la regién
correspondiente de la otra cadena. La longitud de la regién X puede variar pero sera tipicamente de entre 10-45 y lo
mas preferible entre 15 y 35 subunidades. Las regiones X particularmente preferidas incluiran 17, 18, 19, 29, 21, 22,
23, 24 o 25 pares de nucleétidos, aunque se describen otras longitudes adecuadas en otra parte de la presente
memoria y pueden usarse. Las subunidades de la region X tipicas incluyen subunidades 2'-OH. En realizaciones
tipicas se prefieren enlaces fosfato entre subunidades mientras que los enlaces fosforotioato o no fosfato estan
ausentes. Otras modificaciones preferidas en la regién X incluyen: modificaciones para mejorar el enlace, p.ej.,
modificaciones de nucleobase; modificaciones de nucleobase cationicas; y pirimidinas C-5 modificadas; p.ej.,
alilaminas. Algunas realizaciones tienen 4 o méas subunidades 2'OH consecutivas. Aunque el uso de fosforotioato no
se prefiere a veces pueden usarse si conectan menos de 4 subunidades 2'0OH consecutivas.

La regién Y generalmente se ajustara a los parametros presentados para las regiones Z. Sin embargo, las regiones
X'y Z no necesitan ser iguales, pueden estar presentes diferentes tipos y nimeros de modificaciones, y de hecho,
una sera normalmente un saliente 3’ y una sera normalmente un saliente 5’.

En una realizacién preferida el agente de ARNi tendra una regién Y y/o Z que tiene cada una ribonucleésidos en que
el 2’-OH esta sustituido, p.ej., con 2’-OMe u otro alquilo; y una region X que incluye al menos cuatro subunidades de
ribonucledsido consecutivas en que el 2'-OH permanece sin sustituir.

Las uniones de subunidad (las uniones entre subunidades) de un agente de ARNi pueden modificarse, p.ej., para
promover la resistencia a la degradacion. Numerosos ejemplos de dichas modificaciones se describen en la
presente memoria, un ejemplo de las cuales es la union fosforotioato. Estas modificaciones pueden proporcionarse
entre las subunidades de cualquiera de las regiones Y, X y Z. Sin embargo, se prefiere que su existencia se
minimice y en particular se prefiere que se eviten las uniones modificadas consecutivas.

En una realizacién preferida el agente de ARNi tendra una region Y y Z que tiene cada una ribonucleésidos en que
el 2’-OH esta sustituido, p.ej., con 2’-OMe; y una region X que incluye al menos cuatro subunidades consecutivas,
p.ej., subunidades de ribonucledsido en que el 2’-OH permanece sin sustituir.

Como se menciona anteriormente, las uniones de subunidades de un agente de ARNi pueden modificarse, p.ej.,
para promover la resistencia a la degradaciéon. Estas modificaciones pueden proporcionarse entre las subunidades
de cualquiera de las regiones Y, X y Z. Sin embargo, se prefiere que se minimicen y en particular se prefiere que se
eviten las uniones modificadas consecutivas.

Por consiguiente, en una realizacién preferida, no todas las uniones de subunidades del agente de ARNi estan
modificadas y mas preferiblemente el numero maximo de subunidades consecutivas unidas por un enlace diferente
a fosfodiéster seran 2, 3 o 4. Los agentes de ARNi particularmente preferidos no tendran cuatro o mas subunidades
consecutivas, p.ej., subunidades de ribonucleésido 2’-hidroxilo, en que cada subunidad se une por uniones
modificadas — es decir, uniones que se han modificado para estabilizarlas de la degradacién en comparacién con las
uniones fosfodiéster que se dan de forma natural en ARN y ADN.
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Se prefiere particularmente minimizar la existencia en la region X. Por consiguiente, en las realizaciones preferidas
cada una de las uniones de subunidades de nucledsido en X seran uniones fosfodiéster, o si las uniones de
subunidades en la regién X se modifican, dichas modificaciones se minimizaran. P.ej., aunque las regiones Y y/o Z
pueden incluir uniones entre subunidades que se han estabilizado frente a la degradacion, dichas modificaciones se
minimizaran en la region X, y en particular las modificaciones consecutivas se minimizaran. Por consiguiente, en las
realizaciones preferidas el nUmero maximo de subunidades consecutivas unidas por enlaces distintos a fosfodiéster
serd 2, 3 0 4. Las regiones X particularmente preferidas no tendran cuatro o méas subunidades consecutivas, p.ej.,
subunidades de ribonucledsido 2’-hidroxilo, en que cada subunidad se une por uniones modificadas — es decir
uniones que se han modificado para estabilizarlas de la degradacion en comparacién con las uniones fosfodiéster
que se dan de forma natural en ARN y ADN.

En una realizacién preferida Y y/o Z estaran libres de uniones fosforotioato, aunque cualquiera o ambas pueden
contener otras modificaciones, p.ej., otras modificaciones de las uniones de las subunidades.

En una realizacion preferida la regiéon X, o en algunos casos, el agente de ARNi entero, no tiene mas de 3 0 no mas
de 4 subunidades que tengan restos 2’ idénticos.

En una realizacion preferida la regiéon X, o en algunos casos, el agente de ARNi entero, no tiene mas de 3 0 no mas
de 4 subunidades que tienen uniones de subunidades idénticas.

En una realizacion preferida una o mas uniones de fosforotioato (u otras modificaciones de la unién de subunidades)
estan presentes en Y y/o Z, pero dichas uniones modificadas no conectan dos subunidades adyacentes, p.gj.,
nucleédsidos, que tienen una modificacion 2’, p.ej., un resto 2’ —O-alquilo. P.ej., cualquiera de restos 2’ —O-alquilo
adyacentes en la Y y/o Z, estan conectados por una unién distinta de una union fosforotioato.

En una realizacion preferida cada uno de Y y/o Z tiene independientemente solo una unién fosforotioato entre
subunidades adyacentes, p.ej., nucleodsidos, que tienen una modificacion 2’, p.ej., nucleédsidos 2’ —O-alquilo. Si hay
un segundo conjunto de subunidades adyacentes, p.ej., nucledsidos, que tienen una modificacién 2’, p.ej.,
nucleésidos 2’ —O-alquilo, en Y y/o Z ese segundo conjunto esta conectado por una unién distinta de una union
fosforotioato, p.ej., una unién modificada distinta de una unién fosforotioato.

En una realizacién preferida cada uno de Y y/o Z tiene independientemente mas de una unién fosforotioato que
conecta pares adyacentes de subunidades, p.ej., nucledsidos, que tienen una modificacion 2’, p.ej., nucledsidos 2' —
O-alquilo, pero al menos un par de subunidades adyacentes, p.ej., nucleésidos, que tienen una modificacién 2’, p.gj.,
nucleésidos 2" —O-alquilo, se van a conectar mediante una unién distinta a una union fosforotioato, p.ej., una unién
modificada distinta de una union fosforotioato.

En una realizacién preferida una de las limitaciones enumeradas anteriormente en subunidades adyacentes en Yy o
Z se combina con una limitacion en las subunidades en X. P.ej., una o méas uniones fosforotioato (u otras
modificaciones de la unién de subunidades) estan presentes en Y y/o Z, pero dichas uniones modificadas no
conectan dos subunidades adyacentes, p.ej., nucledsidos, que tienen una modificacion 2’, p.ej., un resto 2° -O-
alquilo. P.ej., cualquier resto 2’ —O-alquilo adyacente en la Y y/o Z, estan conectados por una unién diferente de una
unién fosforotioato. Ademas, la region X tiene no mas de 3 0 no mas de 4 subunidades idénticas, p.ej., subunidades
que tienen restos 2’ idénticos o la region X no tiene mas de 3 o no mas de 4 subunidades que tienen uniones de
subunidades idénticas.

Una regién Y y/o Z puede incluir al menos una, y preferiblemente 2, 3 o 4 de una modificacion descrita en la
presente memoria. Dichas modificaciones puede elegirse, independientemente, de cualquier modificacién descrita
en la presente memoria, p.ej., a partir de subunidades resistentes a la nucleasa, subunidades con bases
modificadas, subunidades con uniones entre subunidades modificadas, subunidades con azicares modificados, y
subunidades unidas a otro resto, p.ej., un resto de direccionamiento. En una realizacion preferida mas de 1 de
dichas subunidades pueden estar presentes pero en algunas realizaciones se prefiere que no mas de 1, 2, 3 0 4 de
dichas modificaciones se den, o se den de forma consecutiva. En una realizacién preferida la frecuencia de la
modificacién diferira entre Y y/o Z y X, p.€j., la modificacién estara presente en una de Y y/o Z o X y ausente en la
otra.

Una regién X puede incluir al menos una, y preferiblemente 2, 3, o 4 de una modificaciéon descrita en la presente
memoria. Dichas modificaciones pueden elegirse, independientemente, de cualquier modificacién descrita en la
presente memoria, p.ej., de subunidades resistentes a la nucleasa, subunidades con bases modificadas,
subunidades con uniones entre subunidades modificadas, subunidades con azucares modificados, y subunidades
unidas a otro resto, p.ej., un resto de direccionamiento. En una realizacion preferida mas de 1 de dichas
subunidades pueden estar presentes pero en algunas realizaciones se prefiere que no se den mas de 1, 2,3 0 4 de
dichas modificaciones, o que se den de forma consecutiva.

Una SMSR (descrita en otra parte de la presente memoria) puede introducirse en uno o mas puntos en una o ambas
cadenas de un agente de ARNi bicatenario. Una SMSR puede situarse en una regiéon Y y/o Z, aocerca(a1,203
posiciones) del extremo 3’ 0 5’ de la cadena homosentido 0 a o cerca (a 2 o 3 posiciones del) extremo 3’ de la
cadena antisentido. En algunas realizaciones se prefiere no tener una SMSR a o cerca (a 1, 2, 0 3 posiciones del)
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extremo 5’ de la cadena antisentido. Una SMSR puede situarse en la regiéon X, y se situara preferiblemente en la
cadena homosentido o en el area de la cadena antisentido no critica para la unién antisentido a la diana.

Modificacién diferencial de la estabilidad del fragmento doble terminal

En un aspecto, los monémeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un agente
de ARNi que tiene modificacion diferencial de la estabilidad del fragmento doble terminal (DMTDS).

Ademas, los monoémeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar agentes de
ARNi que tienen DMTDS y otros elementos descritos en la presente memoria. P.ej., los monémeros y métodos
descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un agente de ARNi descrito en la presente memoria,
p.ej., un agente de ARNi palindromico, un agente de ARNi que tienen un emparejamiento no canénico, un agente de
ARNi que tiene como objetivo un gen descrito en la presente memoria, p.€j., un gen activo en el riidn, un agente de
ARNi que tiene una arquitectura o estructura descrita en la presente memoria, un ARNi asociado con un agente de
distribucion anfipatico descrito en la presente memoria, un ARNi asociado con un modulo de distribucion de
farmacos descrita en la presente memoria, un agente de ARNi administrado como se describe en la presente
memoria, o un agente de ARNi formulado como se describe en la presente memoria, que también incorpora
DMTDS.

Los agentes de ARNi pueden optimizarse aumentando la propension del fragmento doble a desasociar o fundir
(disminuyendo la energia libre de la asociacién del fragmento doble), en la region del extremo 5’ del fragmento doble
de la cadena antisentido. Esto puede conseguirse, p.ej., mediante la inclusiéon de subunidades que aumentan la
propensién del fragmento doble a desasociarse o fundir en la region del extremo 5’ de la cadena antisentido. Puede
conseguirse también mediante la union de un ligando que aumenta la propension del fragmento doble a
desasociarse o fundir en la regién de la cadena 5’. Aunque sin desear estar atado por la teoria, el efecto puede
deberse a la promocién del efecto de una enzima tal como una helicasa, por ejemplo, promoviendo el efecto de la
enzima en la proximidad del extremo 5’ de la cadena antisentido.

Los inventores también han descubierto que los agentes de ARNi pueden optimizarse disminuyendo la propension
del fragmento doble a desasociarse o fundir (aumentando la energia libre de la asociacién del fragmento doble) en la
region del extremo 3’ del fragmento doble de la cadena antisentido. Esto puede conseguirse, p.ej., mediante la
inclusién de subunidades que disminuyen la propensién del fragmento doble a desasociarse o fundir en la regién del
extremo 3’ de la cadena antisentido. Puede también conseguirse mediante la unién del ligando que disminuye la
propensién del fragmento doble a desasociarse o fundir en la regién del extremo 5'.

Las modificaciones que aumentan la tendencia del extremo 5’ del fragmento doble a desasociarse pueden usarse
solas 0 en combinacion con otras modificaciones descritas en la presente memoria, p.ej., con modificaciones que
disminuyen la tendencia del extremo 3’ del fragmento doble a desasociarse. Asimismo, las modificaciones que
disminuyen la tendencia del extremo 3’ del fragmento doble a desasociarse pueden usarse solas o en combinacion
con otras modificaciones descritas en la presente memoria, p.ej., con modificaciones que aumentan la tendencia del
extremo 5’ del fragmento doble a desasociarse.

Disminucion de la estabilidad del extremo 5’ AS del fragmento doble

Los pares de subunidades pueden ordenarse en base a su propension a promover la disociacién o fusién (p.gj., en
la energia libre de asociacién o disociacién de un emparejamiento particular, el enfoque mas sencillo es examinar
los pares en base a un par individual, aunque también puede usarse el andlisis del vecino de al lado o similar). En
términos de promocion de la disociacion:

A:U se prefiere sobre G:C;
G:U se prefiere sobre G:C;
I:C se prefiere sobre G:C (I=inosina);

Malapareamientos, p.ej., emparejamientos no canonicos o diferentes de los candnicos (como se describe en otra
parte en la presente memoria) se prefieren sobre los emparejamientos canoénicos (A:T, A:U, G:C);

Los emparejamientos que incluyen una base universal se prefieren sobre los emparejamientos canénicos.
Se puede hacer un diagrama de un agente de ARNi bc tipico como sigue:
S 5' R1 N1 N2 N3 N4 Ns
[N] N-5 N-4 N-3 N-2 N-1 Rz 3'
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AS 3 Rs N+ N2 N3 Na Ns
[N] N-5 N-4 N-3 N-2 N-1 R4 5'

S:AS P1 P2 Ps P4
Ps [N] P-5 P-4 P P2 P-1

5

S indica la cadena homosentido; AS indica la cadena antisentido; R1 indica un saliente de la cadena homosentido 5’
opcional (y no preferido); Rz indica un saliente homosentido 3’ opcional (aunque preferido), Rs indica un saliente
antisentido homosentido 3’ opcional (aunque preferido); R4 indica un saliente antisentido 5" opcional (y no preferido);
N indica subunidades; [N] indica que pueden estar presentes pares de subunidades adicionales; y Px indica un
emparejamiento de Nx homosentido y Nx antisentido. Los salientes no se muestras en el diagrama P. En algunas
realizaciones un saliente AS 3’ corresponde a la regién Z, la region del fragmento doble corresponde a la region X, y
el saliente de la cadena S 3’ corresponde a la regién Y, como se describe en otra parte en la presente memoria. (El
diagrama no pretende implicar longitudes maximas o minimas, sobre lo que se proporciona guia en otra parte en la
presente memoria).

Se prefiere que los emparejamientos que disminuyen la propensién a formar un fragmento doble se usen en 1 0 mas
posiciones en el fragmento doble en el extremo 5’ de la cadena AS. El par terminal (el par mas 5’ en términos de la
cadena AS) se designa como P-1, y las posiciones de emparejamiento posteriores (yendo en la direccion 3’ en
términos de la cadena AS) en el fragmento doble se designan, P-2, P-3, P-4, P-5, etcétera. La region preferida en que
modificar para modular la formacion del fragmento doble es en Ps a P.1, mas preferiblemente P4 a P-1, méas
preferiblemente P-3 a P-1. La modificacion en P-1, se prefiere particularmente, sola o con modificacion(ones) en
otra(s) posiciéon(ones), p.ej., cualquiera de las posiciones recién identificadas. Se prefiere que al menos 1, y mas
preferiblemente 2, 3, 4 0 5 de los pares de una de las regiones enumeradas se elijan independientemente del grupo
de:

A:U

G:U

I:C

Pares malapareados, p.ej., emparejamientos no candénicos o distintos de los candnicos o emparejamientos que
incluyen una base universal.

En realizaciones preferidas el cambio en la subunidad necesario para alcanzar un emparejamiento que promueva la
disociaciéon se hara en la cadena homosentido, aunque en algunas realizaciones el cambio se hara en la cadena
antisentido.

En una realizacion preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P-4, son pares que promueven la disociacion.
En una realizacién preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P-4, son A:U.

En una realizacién preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P4, son G:U.

En una realizacion preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P-4, son |:C.

En una realizacién preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P4, son pares malapareados, p.€j.,
emparejamientos emparejamientos no canoénicos o distintos a los canénicos.

En una realizacion preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P-4, son emparejamientos que incluyen una
base universal.

Aumento de la estabilidad del extremo 3’ AS del fragmento doble

Los pares de subunidad pueden ordenarse en base a su propensién a promover la estabilidad e inhibir la disociacion
o fusién (p.ej., en la energia libre de asociacién o disociacion de un emparejamiento particular, el enfoque mas
sencillo es examinar los pares en base a un par individual, aunque pueden usarse también el andlisis del vecino de
al lado o similar). En términos de promocion de la estabilidad del fragmento doble:

G:C se prefiere sobre A:U

Se prefieren las parejas de Watson-Crick (A:T, A:U, G:C) sobre los emparejamientos no canonicos o distintos de los
canodnicos.
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Se prefieren los analogos que aumentan la estabilidad sobre las parejas de Watson-Crick (A:T, A:U, G:C)

2-amino-A:U se prefiere sobre A:U
2-tioU o 5Me-tio-U:A se prefieren sobre U:A
G-clamp (un analogo de C que tiene 4 enlaces de hidrégeno):G se prefiere sobre C:G
Guanadinio-G-clamp:G  se prefiere sobre C:G
Pseudo uridina:A se prefiere sobre U:A

Las modificaciones de azucar, p.ej., modificaciones 2’, p.ej., 2'F, ENA, o LNA, que mejoran el enlace se prefieren
sobre restos no modificados y pueden estar presentes en una o ambas cadenas para mejorar la estabilidad del
fragmento doble. Se prefiere que los emparejamientos que aumentan la propension para formar un fragmento doble
se usen a 1 0 mas de las posiciones en el fragmento doble en el extremo 3’ de la cadena AS. El par terminal (el par
mas 3’ en términos de la cadena AS) se designa como P1, y las posteriores posiciones de emparejamiento (yendo en
la direccion 5’ en términos de la cadena AS) en el fragmento doble se designan, P2, Ps, P4, Ps, etcétera. La region
preferida en que modificar para modular la formacién del fragmento doble es a Ps a P1, mas preferiblemente P4 a P4,
mas preferiblemente Pz a P1. La modificacion en P1, se prefiere particularmente, sola o con modificacion(ones) en
otra(s) posicién(ones), p.ej., cualquiera de las posiciones recién identificadas. Se prefiere que al menos 1, y méas
preferiblemente 2, 3, 4 0 5 de los pares de las regiones enumeradas se elijan independientemente del grupo de:

G:C

Un par que tiene un analogo que aumenta la estabilidad sobre las parejas de Watson-Crick (A:T, A:U, G:C)
2-amino-A:U

2-tio U 0 5 Me-tio-U:A

G-clamp (un analogo de C que tiene 4 enlaces hidrégeno):G

Guanadinio-G-clamp:G

Pseudouridina:A

Un par en que una o ambas subunidades tiene una modificacién de azicar, p.ej., una modificacion 2’, p.ej., 2'F, ENA
0 LNA, que mejora la union.

En una realizacion preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P-1, a P4, son pares que promueven la estabilidad
del fragmento doble.

En una realizacion preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P1, a P4, son G:C.

En una realizacién preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P1, a P4, son un par que tienen un analogo que
aumenta la estabilidad sobre las parejas de Watson-Crick.

En una realizacién preferida los al menos 2, 0 3, de los pares en P4, a P4, son 2-amino-A:U.

En una realizacién preferida los al menos 2, 0 3, de los pares en P1, a P4, son 2-tio U 0 5 Me-tio-U:A.
En una realizacién preferida los al menos 2, 0 3, de los pares en P+, a P4, son G-clamp:G.

En una realizacién preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P4, a P4, son guanidinio-G-clamp:G.
En una realizacién preferida los al menos 2, o 3, de los pares en P1, a P4, son pseudo-uridina:A.

En una realizacion preferida los al menos 2, o 3, de los pares en Pi, a P4, son un par en que una o ambas
subunidades tienen una modificacion de azlcar, p.ej., una modificacién 2’, p.ej., 2’F, ENA o LNA, que mejora la
union.

Los G-clamps y los guanidinio G-clamps se tratan en las siguientes referencias: Holmes y Gait, “The Synthesis of 2’
O-Methyl G-Clamp Containing Oligonucleotides and Their Inhibition of the HIV-1 Tat-TAR Interaction”, Nucleosides,
Nucleotides & Nucleic Acids, 22:1259-1262, 2003; Holmes et al., “Steric inhibition of human immunodeficiency virus
type-1 Tat-dependent trans-activation in vitro and in cells by oligonucleotides containing 2’-O-methyl G-clamp
ribonucleoside analogues”, Nucleico Acids Research, 31:2759-2768, 2003; Wilds, et al., “Structural basis for
recognition of guanosine by a synthetic tricyclic cytosine analogue: Guanidinium G-clamp”, Helvetica Chimica Acta,
86:966-978, 2003; Rajeev, et al, “High-Affinity Peptide Nucleic Acid Oligomers Containing Tricyclic Cytosine
Analogues”, Organic Letters, 4:4395-4398, 2002; Ausin, ef al., “Synthesis of Amino- and Guanidino-G-Clamp PNA
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Monomers”, Organic Letters, 4:4073-4075, 2002; Maier et al., “Nuclease resistance of oligonucleotides containing the
tricyclic cytosine analogues phenoxazine and 9-(2-aminoethoxy)-phenoxazine (“G-clamp”) and origin of their
nuclease resistance properties”, Biochemistry, 41:1323-7, 2002; Flanagan, et al., “A cytosine analog that confers
enhanced potency to antisense oligonucleotides”, Proceedings Of The National Academy Of Sciences Of The United
States Of America, 96:3513-8, 1999.

Disminuir simultaneamente la estabilidad del extremo 5 AS del fragmento doble y aumentar la estabilidad del
extremo 3’ AS del fragmento doble

Como se trata anteriormente, un agente de ARNi puede modificarse para disminuir la estabilidad del extremo 5’ AS
del fragmento doble y aumentar la estabilidad del extremo 3’ AS del fragmento doble. Esto puede efectuarse
combinando una o mas de las modificaciones que disminuyen la estabilidad en el extremo 5’ AS del fragmento doble
con una o mas de las modificaciones que aumentan la estabilidad en el extremo 3’ AS del fragmento doble. Por lo
tanto una realizacion preferida incluye la modificacion en Ps a P.i, mas preferiblemente P4 a P-1 y mas
preferiblemente P-s a P-1. La modificacién a P-1 se prefiere particularmente, sola o con otra posicién, p.ej., las
posiciones recién identificadas. Se prefiere que al menos 1, y mas preferiblemente 2, 3, 4 0 5 de los pares de una de
las regiones enumeradas del extremo 5’ AS de la regién del fragmento doble se elija independientemente del grupo
de:

A:U
G:U
I.C

Pares malapareados, p.ej., emparejamientos no canonicos o distintos de los canénicos que incluyen una base
universal; y

Una modificacion en Ps a P1, méas preferiblemente P4 a P1 'y mas preferiblemente Ps a P1. La modificacion a P, se
prefiere particularmente, sola o con otra posicion, p.gj., las posiciones recién identificadas. Se prefiere que al menos
1, y mas preferiblemente 2, 3, 4 0 5 de los pares de una de las regiones enumeradas del extremo 3’ AS de la region
doble se elija independientemente del grupo de:

G:C

Un par que tiene un analogo que aumenta la estabilidad sobre las parejas de Watson-Crick (A:T, A:U, G:C)
2-amino-A:U

2-tio U 0 5 Me-tio-U:A

G-clamp (un analogo de C que tiene 4 enlaces de hidrégeno):G

Guanidinio-G-clamp:G

Pseudo uridina:A

Un par en que una o ambas subunidades tiene una modificacién de azicar, p.ej., una modificacion 2’, p.ej., 2'F, ENA
0 LNA, que mejora la union.

También se describen en la presente memoria métodos de seleccion y fabricacion de agentes de ARNi que tienen
DMTDS. P.ej., cuando se criba una secuencia diana para secuencias candidatas para usar como agentes de ARNi
se pueden seleccionar secuencias que tienen una propiedad DMTDS descrita en la presente memoria o una que
pueda modificarse, preferiblemente con tan pocos cambios como sea posible, especialmente en la cadena AS, para
proporcionar un nivel deseado de DMTDS.

También se describe en la presente memoria el proporcionar una secuencia de agente de ARNi candidato, y
modificar al menos una P en P.s a P-1 y/o al menos un P en Ps a P1 para proporcionar un agente de ARNi DMTDS.

Los agentes de ARNi DMTDS pueden usarse en cualquier método descrito en la presente memoria, p.ej., para
silenciar cualquier gen descrito en la presente memoria, para tratar cualquier trastorno descrito en la presente
memoria, en cualquier formulacién descrita en la presente memoria, y generalmente en y/o con los métodos y
composiciones descritas en otra parte en la presente memoria. Los agentes de ARNi DMTDS pueden incorporar
otras modificaciones descritas en la presente memoria, p.€j., la unién de agentes de direccionamiento o la inclusién
de modificaciones que mejoran la estabilidad, p.ej., la inclusién de monomeros resistentes a la nucleasa o la
inclusién de salientes monocatenarios (p.€j., salientes AS 3’ y/o salientes de cadena S 3’) que se auto-asocian para
formar la estructura de fragmento doble intra-cadena.

Preferiblemente estos agentes de ARNi tendran una arquitectura descrita en la presente memoria.
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Otras realizaciones

Un ARN, p.ej., un agente de ARNi, puede producirse en una célula in vivo, p.ej., a partir de moldes de ADN
exdgenos que se distribuyen en la célula. Por ejemplo, los moldes de ADN pueden insertarse en vectores y usarse
como vectores de terapia génica. Los vectores de terapia génica pueden distribuirse a un sujeto mediante, por
ejemplo, inyeccién intravenosa, administracion local (Patente de EE.UU. num. 5.328.470), o por inyeccién
estereotactica (véase, p.ej., Chen el al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057, 1994). El preparado farmacéutico
del vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente aceptable, o puede comprender
una matriz de liberacién lenta en que esta incrustado el vehiculo de distribucion génica. Los moldes de ADN, por
ejemplo, pueden incluir dos unidades de transcripcién, una que produce un transcrito que incluye la cadena superior
de un agente de ARNi y una que produce un transcrito que incluye la cadena inferior de un agente de ARNi. Cuando
los moldes se transcriben, el agente de ARNi se produce, y se procesa en fragmentos del agente ARNp que median
el silenciamiento génico.

Distribucion in vivo

Un agente de ARNi puede unirse, p.ej., unirse de forma no covalente a un polimero para la distribucion eficiente del
agente de ARNi a un sujeto, p.ej., un mamifero, tal como un humano. El agente de ARNi puede, por ejemplo,
complejarse con ciclodextrina. Las ciclodextrinas se han usado como vehiculos de distribucién de compuestos
terapéuticos. Las ciclodextrinas pueden formar complejos de inclusién con farmacos que son capaces de adaptarse
a la cavidad hidréfoba de la ciclodextrina. En otros ejemplos, las ciclodextrinas forman asociaciones no covalentes
con otras moléculas biolégicamente activas tales como oligonucleétidos y derivados de los mismos. El uso de
ciclodextrinas crea un complejo de distribucion de farmacos soluble en agua, que puede modificarse con grupos de
direccionamiento u otros grupos funcionales. El sistema de distribucion celular de ciclodextrina para oligonucleétidos
descrito en la Patente de EE.UU. ndm. 5.691.316 es adecuado para usar en métodos descritos en la presente
memoria. En este sistema, un oligonucleétido se compleja de forma no covalente con una ciclodextrina, o el
oligonucledtido se une de forma covalente con adamantina que a su vez se asocia de forma no covalente con una
ciclodextrina.

La molécula de distribucion puede incluir un copolimero de ciclodextrina lineal o un copolimero de ciclodextrina
oxidada lineal que tiene al menos un ligando unido al copolimero de ciclodextrina. Los sistemas de distribucién,
como se describe en la Patente de EE.UU. nim. 6.509.323, son adecuados para usar en métodos descritos en la
presente memoria. Un agente de ARNi puede unirse al copolimero de ciclodextrina lineal y/o copolimero de
ciclodextrina oxidada lineal. Cualquiera o ambos de los copolimeros de ciclodextrina o ciclodextrina oxidada pueden
reticularse a otro polimero y/o unirse a un ligando.

Una composicién para la distribucion de ARNi puede emplear un “complejo de inclusion”, un compuesto molecular
que tiene la estructura caracteristica de un aducto. En esta estructura, la “molécula huésped” encierra espacialmente
al menos parte de otro compuesto en el vehiculo de distribucion. EI compuesto encerrado (la “molécula invitada”) se
sitia en la cavidad de la molécula huésped sin afectar a la estructura marco del huésped. Un “huésped” es
preferiblemente ciclodextrina, pero puede ser cualquiera de las moléculas sugeridas en la Publicacion de Patente de
EE.UU. 2003/0008818.

Las ciclodextrinas pueden interactuar con una variedad de especies iénicas y moleculares, y los compuestos de
inclusién resultantes pertenecen a la clase de complejos “huésped-invitado”. En la relacién huésped-invitado, los
sitios de unién de las moléculas huésped e invitado deberian ser complementarios en el sentido estereoelectrénico.
Una composicién descrita en la presente memoria puede contener al menos un polimero y al menos un agente
terapéutico, generalmente en forma de un compuesto particulado del polimero y agente terapéutico, p.ej., el agente
de ARNi. El agente de ARNi puede contener uno 0 mas agentes complejantes. Al menos un polimero del compuesto
particulado puede interactuar con el agente complejante en una interaccion huésped-invitado o invitado-huésped
para formar un complejo de inclusién entre el polimero y el agente complejante. El polimero y, mas particularmente,
el agente complejante puede usarse para introducir la funcionalidad en la composicion. Por ejemplo, al menos un
polimero del compuesto particulado tiene funcionalidad huésped y forma un complejo de inclusién con un agente
complejante que tiene funcionalidad invitado. De forma alternativa, al menos un polimero del compuesto particulado
tiene funcionalidad invitado y forma un complejo de inclusién con un agente complejante que tiene funcionalidad
huésped. Un polimero del compuesto particulado puede contener también las funcionalidades tanto huésped como
invitado y formar complejos de inclusion con agentes complejantes invitado y agentes complejantes huésped. Un
polimero con funcionalidad puede, por ejemplo, facilitar el direccionamiento celular y/o el contacto celular (p.ej.,
direccionamiento o contacto con una célula renal), trafico celular, y/o entrada y liberacion en la célula.

En la formacién del compuesto particulado, el agente de ARNi puede o no retener su actividad biolégica o
terapéutica. En la liberacién desde la composicion terapéutica, especificamente, desde el polimero del compuesto
particulado, la actividad del agente de ARNi se restaura. Por consiguiente, el compuesto particulado ventajosamente
ofrece proteccion al agente de ARNi frente a la pérdida de actividad debido a, por ejemplo, la degradacion y ofrece
biodisponibilidad mejorada. Por consiguiente, una composicién puede usarse para proporcionar estabilidad,
particularmente estabilidad de almacenamiento o disolucion, a un agente de ARNi o cualquier compuesto quimico
activo. El agente de ARNi puede modificarse adicionalmente con un ligando antes o después de la formacién del
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compuesto particulado o la composicién terapéutica. El ligando puede proporcionar funcionalidad adicional. Por
ejemplo, el ligando puede ser un resto de direccionamiento.

Efectos fisiologicos

Los agentes de ARNi descritos en la presente memoria pueden disefiarse de manera que determinar la toxicidad
terapéutica se haga mas facilmente por la complementariedad del agente de ARNi con una secuencia tanto humana
como de animal no humano. Mediante estos métodos, un agente de ARNi puede consistir en una secuencia que es
totalmente complementaria a una secuencia de acido nucleico de un humano y una secuencia de acido nucleico de
al menos un animal no humano, p.ej., un mamifero no humano, tal como un roedor, rumiante o primate. Por ejemplo,
el mamifero no humano puede ser un raton, rata, perro, cerdo, cabra, oveja, vaca, mono, Pan paniscus, Pan
troglodytes, Macaca mulatto, o mono Cynomolgus. La secuencia del agente de ARNi podria ser complementaria a
secuencias en genes homélogos, p.ej., oncogenes o genes supresores tumorales, del mamifero no humano y el
humano. Determinando la toxicidad del agente de ARNi en el mamifero no humano, se puede extrapolar la toxicidad
del agente de ARNi en un humano. Para un ensayo de toxicidad mas intenso, el agente de ARNi puede ser
complementario a un humano y a mas de uno, p.ej., dos o tres 0 mas, animales no humanos.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para correlacionar cualquier efecto fisiolégico de un
agente de ARNi en un humano, p.ej., cualquier efecto indeseado, tal como un efecto tdxico, o cualquier efecto
positivo o deseado.

Médulo de distribucién

Los mondmeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi descrito en la presente memoria, que puede usarse con un conjugado o médulo de distribucién de farmaco,
tal como los descritos en la presente memoria y los descritos en la Solicitud Provisional de Estados Unidos en
copropiedad y en tramitaciéon con la presente nim. de serie 60/454.265, presentada el 12 de marzo de 2003, y la
Solicitud Internacional num. de serie PCT/US04/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.

Los agentes de ARNi pueden complejarse con un agente de distribucion que caracteriza un complejo modular. El
complejo puede incluir un agente de transporte unido a uno o mas de (preferiblemente dos o mas, mas
preferiblemente los tres de): (a) un agente de condensacion (p.ej., un agente capaz de atraer, p.ej., unir, un acido
nucleico, p.ej., a través de interacciones iénicas o electrostaticas); (b) un agente fusogénico (p.ej., un agente capaz
de fusionarse y/o transportarse a través de una membrana celular, p.ej., una membrana de endosoma); y (c) un
grupo de direccionamiento, p.ej., un agente de direccionamiento a célula o tejido, p.ej., una lectina, glucoproteina,
lipido o proteina, p.ej., un anticuerpo, que se une a un tipo de célula especifica tal como una célula renal.

Un agente de ARNi, p.ej., agente de ARNi 0 agente de ARNp descrito en la presente memoria, puede unirse, p.€j.,
acoplarse o enlazarse, al complejo modular. El agente de ARNi puede interactuar con el agente de condensacion del
complejo, y el complejo puede usarse para distribuir un agente de ARNi a una célula, p.ej., in vitro o in vivo. Por
ejemplo, el complejo puede usarse para distribuir un agente de ARNi a un sujeto que lo necesita, p.ej., para distribuir
un agente de ARNi a un sujeto que tiene un trastorno, p.ej., un trastorno descrito en la presente memoria, tal como
una enfermedad o trastorno del rifién.

El agente fusogénico y el agente de condensacion pueden ser agentes diferentes o uno y el mismo agente. Por
ejemplo, una cadena de poliamino, p.ej., polietilenimina (PEI), puede ser el agente fusogénico y/o el agente de
condensacion.

El agente de distribucion puede ser un complejo modular. Por ejemplo, el complejo puede incluir un agente de
transporte unido a uno o mas (preferiblemente dos o mas, mas preferiblemente a los tres de):

(a) un agente de condensacion (p.ej., un agente capaz de atraer, p.€j., unirse a un acido nucleico, p.ej., a través de
una interaccion iénica),

(b) un agente fusogénico (p.ej., un agente capaz de fusionarse y/o transportarse a través de una membrana celular,
p.ej., una membrana de endosoma), y

(c) un grupo de direccionamiento, p.ej., un agente de direccionamiento a célula o tejido, p.ej., una lectina,
glucoproteina, lipido o proteina, p.ej., un anticuerpo, que se une a un tipo de célula especifica tal como una célula
renal. Un grupo de direccionamiento puede ser tirotropina, melanotropina, lectina, glucoproteina, proteina
surfactante A, carbohidrato de mucina, lactosa multivalente, galactosa multivalente, N-acetil-galactosamina, manosa
multivalente con N-acetil-glucosamina, fucosa multivalente, poliaminoacidos glucosilados, galactosa multivalente,
transferrina, bisfosfonato, poliglutamato, poliaspartato, un lipido, colesterol, un esteroide, &cido biliar, folato, vitamina
B12, biotina, neproxina, o un péptido RGD o mimético de péptido RGD.

Agentes de transporte
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El agente de transporte de un complejo modular descrito en la presente memoria puede ser un sustrato para la union
de uno o mas de: un agente de condensacion, un agente fusogénico y un grupo de direccionamiento. El agente de
transporte careceria preferiblemente de una actividad enzimatica enddgena. El agente seria preferiblemente una
molécula bioldgica, preferiblemente una macromolécula. Los vehiculos biolégicos poliméricos se prefieren. Se
preferiria también que la molécula de transporte sea biodegradable.

El agente de transporte puede ser una sustancia que se dé de forma natural, tal como una proteina (p.ej., albimina
sérica humana (HSA), lipoproteina de baja densidad (LDL) o globulina); carbohidrato (p.ej., un dextrano, pululano,
quitina, quitosano, inulina, ciclodextrina o acido hialurénico); o lipido. La molécula de transporte puede ser también
una molécula recombinante o sintética, tal como un polimero sintético, p.ej., un poliaminoacido sintético. Ejemplos
de poliaminoacidos incluyen polilisina (PLL), poli(acido L-aspartico), poli(acido L-glutamico); copolimero de estireno-
anhidrido de &cido maleico, copolimero poli(L-lactida-co-glicolida), copolimero de diviniléter-anhidrido maleico,
copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HMPA), polietilenglicol (PEG), poli(alcohol de vinilo) (PVA),
poliuretano, poli(acido 2-etilacrilico), polimeros de N-isopropilacrilamida, o polifosfazina. Otras moléculas de
transporte Utiles pueden identificarse por métodos rutinarios.

Un agente de transporte puede caracterizarse por uno o mas de: (a) es al menos de 1 Da de tamafio; (b) tiene al
menos 5 grupos cargados, preferiblemente entre 5 y 5000 grupos cargados; (c) esta presente en el complejo en una
relacién de al menos 1:1 de agente de transporte a agente fusogénico; (d) esta presente en el complejo en una
relacién de al menos 1:1 de agente de transporte a agente de condensacion; (e) esta presente en el complejo en
una relacion de al menos 1:1 de agente de transporte a agente de direccionamiento.

Agentes fusogénicos

Un agente fusogénico de un complejo modular descrito en la presente memoria puede ser un agente que es
responsable de, p.ej., cambios de carga dependiendo de, el pH del medio. Al encontrarse con el pH de un
endosoma, puede provocar un cambio fisico, p.ej., un cambio en las propiedades osméticas que interrumpen o
aumentan la permeabilidad de la membrana del endosoma. Preferiblemente, el agente fusogénico cambia la carga,
p.ej., se protona, a pH menor que el intervalo fisioldégico. Por ejemplo, el agente fusogénico puede protonarse a pH
4,5-6,5. El agente fusogénico puede servir para liberar al agente de ARNi en el citoplasma de una célula después de
que el complejo se absorbe, p.ej., por medio de endocitosis, por la célula, aumentando asi la concentracion celular
del agente de ARNi en la célula.

En una realizacion, el agente fusogénico puede tener un resto, p.ej., un grupo amino, que, cuando se expone a un
intervalo de pH especifico, experimentara un cambio, p.ej., en la carga, p.€j., protonacién. El cambio en la carga del
agente fusogénico puede desencadenar un cambio, p.ej., un cambio osmoético, en una vesicula, p.ej., una vesicula
endocitica, p.ej., un endosoma. Por ejemplo, el agente fusogénico, al exponerse al pH del medio de un endosoma,
provocara una solubilidad o cambio osmético sustancial suficiente para aumentar la porosidad de (preferiblemente la
ruptura) de la membrana endos6mica.

El agente fusogénico puede ser un polimero, preferiblemente una cadena poliamino, p.ej., polietilenimina (PEI). La
PEI puede ser lineal, ramificada, sintética o natural. La PEl puede ser, p.ej., PEI sustituida con alquilo, o PEI
sustituida con lipido.

En otras realizaciones, el agente fusogénico puede ser polihistidina, poliimidazol, polipiridina, polipropilenimina,
melitina o una sustancia de poliacetal, p.ej., un poliacetal catiénico. En alguna realizacién, el agente fusogénico
puede tener una estructura alfa helicoidal. El agente fusogénico puede ser un agente disruptor de membrana, p.ej.,
melitina.

Un agente fusogénico puede tener una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) es al menos de 1 Da de tamafio;
(b) tiene al menos 10 grupos cargados, preferiblemente entre 10 y 5000 grupos cargados, mas preferiblemente entre
50 y 1000 grupos cargados; (c) esta presente en el complejo en una relacién de al menos 1:1 de agente fusogénico
a agente de transporte; (d) esta presente en el complejo en una relacion de al menos 1:1 de agente fusogénico a
agente de condensacion; (e) esta presente en el complejo en una relacion de al menos 1:1 de agente fusogénico a
agente de direccionamiento.

Otros agentes fusogénicos adecuados pueden probarse e identificarse por un experto. La capacidad de un
compuesto para responder a, p.ej., el cambio de carga dependiendo de, el pH del medio puede probarse por
métodos rutinarios, p.ej., en un ensayo celular. Por ejemplo, un compuesto de ensayo se combina 0 se pone en
contacto con una célula, y se permite a la célula absorber el compuesto de ensayo; p.ej., por endocitosis. Un
preparado de endosoma puede hacerse entonces a partir de las células contactadas y compararse el preparado de
endosomas con un preparado de endosomas de células de control. Un cambio, p.ej., una disminucion, en la fraccién
de endosomas de las células contactadas frente a la células de control indica que el compuesto de ensayo puede
funcionar como un agente fusogénico. De forma alternativa, la célula contactada y la célula de control pueden
evaluarse, p.ej., por microscopia, p.ej., por microscopia 6ptica o electrénica, para determinar una diferencia en la
poblacién de endosomas en las células. El compuesto de ensayo puede marcarse. En otro tipo de ensayo, un
complejo modular descrito en la presente memoria se construye usando uno o mas agentes fusogénicos de ensayo
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o putativos. El complejo modular puede construirse usando un &acido nucleico marcado en vez del ARNi. La
capacidad del agente fusogénico para responder a, p.€j., el cambio de carga dependiendo del pH del medio, una vez
que el complejo modular se absorbe por la célula, puede evaluarse, p.ej., mediante la preparacion de un preparado
de endosomas, o por técnicas de microscopia, como se describe anteriormente. Un ensayo de dos etapas puede
realizarse también, en el que un primer ensayo evalla la capacidad de un compuesto de ensayo solo para
responder a, p.ej., el cambio de carga dependiendo del pH del medio; y un segundo ensayo evalla la capacidad de
un complejo modular que incluye el compuesto de ensayo para responder a, p.ej., el cambio de carga dependiendo
del pH del medio.

Agente de condensacion

El agente de condensacion de un complejo modular descrito en la presente memoria puede interactuar con (p.ej.,
atrae, contiene o se une a) un agente de ARNi y actla para (a) condensar, p.ej., reducir el tamafio o carga del
agente de ARNi y/o (b) proteger el agente de ARNi, p.gj., proteger el agente de ARNi frente a la degradacion. El
agente de condensacién puede incluir un resto, p.ej., un resto cargado, que puede interactuar con un acido nucleico,
p.ej., un agente de ARNi, p.ej., por interacciones iénicas. El agente de condensacion seria preferiblemente un
polimero cargado, p.ej., una cadena policatiénica. El agente de condensacién puede ser una polilisina (PLL),
espermina, espermidina, poliamina, pseudo-péptido-poliamina, poliamina peptidomimética, poliamina dendrimera,
arginina, amidina, protamina, lipido catiénico, porfirina catiénica, sal cuaternaria de una poliamina, o un péptido alfa
helicoidal.

Un agente de condensacion puede tener las siguientes caracteristicas: (a) al menos 1 Da de tamano; (b) tiene al
menos 2 grupos cargados, preferiblemente entre 2 y 100 grupos cargados; (c) esta presente en el complejo a una
relacién de al menos 1:1 de agente de condensacion a agente de transporte; (d) esta presente en el complejo a una
relacién de al menos 1:1 de agente de condensacién a agente fusogénico; (e) esta presente en el complejo a una
relacién de al menos 1:1 de agente de condensacién a agente de direccionamiento.

Otros agentes de condensacion adecuados pueden probarse e identificarse por un experto, p.ej., evaluando la
capacidad de un agente de ensayo para interactuar con un &cido nucleico, p.ej., un agente de ARNi. La capacidad
de un agente de ensayo para interactuar con un acido nucleico, p.ej., un agente de ARNi, p.ej., para condensar o
proteger el agente de ARNi, puede evaluarse por técnicas rutinarias. En un ensayo, un agente de ensayo se pone en
contacto con un &cido nucleico, y el tamafio y/o carga del acido nucleico contactado se evalla por una técnica
adecuada para detectar cambios en la masa molecular y/o carga. Dichas técnicas incluyen electroforesis en gel no
desnaturalizante, métodos inmunolégicos, p.ej., inmunoprecipitacion, filtracion en gel, cromatografia de interacciéon
i6nica, y similares. Un agente de ensayo se identifica como un agente de condensacion si cambia la masa y/o carga
(preferiblemente ambas) del acido nucleico contactado en comparacion con el control. Un ensayo de dos etapas
puede también realizarse, en el que un primer ensayo evalla la capacidad de un compuesto de ensayo solo para
interactuar con, p.ej., enlazar con, p.ej., condensar la carga y/o masa de un acido nucleico; y un segundo ensayo
evalla la capacidad de un complejo modular que incluye el compuesto de ensayo para interactuar con, p.ej., enlazar
con, p.ej., condensar la carga y/o masa de un acido nucleico.

Agentes de distribucion anfipaticos.

Los mondmeros y métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar un ARN, p.ej., un agente
de ARNi descrito en la presente memoria, que puede usarse con un conjugado o modulo de distribucidn anfipatico,
tal como los descritos en la presente memoria y los descritos en la Solicitud Provisional de los Estados Unidos en
copropiedad y en tramitaciéon con la presente num. de serie 60/455.050, presentada el 13 de marzo de 2003, y la
Solicitud Internacional num. de serie PCT/US04/07070, presentada el 8 de marzo de 2004.

Una molécula anfipatica es una molécula que tiene una region hidrofoba y una hidréfila. Dichas moléculas pueden
interactuar con (p.ej., penetrar o alterar) lipidos, p.ej., una bicapa lipidica de una célula. Como tal, pueden servir
como agente de distribucién para un ARNi (p.ej., un ARNi o ARNp descrito en la presente memoria) asociado (p.ej.
unido). Una molécula anfipatica preferida para usar en las composiciones descritas en la presente memoria (p.€j.,
los constructos de ARNiI anfipaticos descritos en la presente memoria) es un polimero. El polimero puede tener una
estructura secundaria, p.ej., una estructura secundaria de repeticion.

Un ejemplo de un polimero anfipatico es un polipéptido anfipatico, p.ej., un polipéptido que tiene una estructura
secundaria de manera que el polipéptido tiene una cara hidréfila y una hidréfoba. El disefio de estructuras peptidicas
anfipaticas (p.ej., polipéptidos alfa-helicoidales) es rutinario para un experto en la técnica. Por ejemplo, las siguientes
referencias proporcionan guia: Grell et al. (2001) “Protein design and folding: template trapping of self-assembled
helical bundles” J Pept Sci 7(3):146-51; Chen et al., (2002) “Determination of stereochemistry stability coefficients of
amino acid side-chains in an amphipathic alpha-helix” J Pep Res 59(1):18-33; lwata et al. (1994) “Design and
synthesis of amphipathic 3(10)-helical peptides and their interactions with phospholipid bilayers and ion channel
formation” J Biol Chem 269(7):4928-33; Cornut et al. (1994) “The amphipathic alpha-helix concept. Application to the
de novo design of ideally amphipathic Leu, Lys peptides with hemolytic activity higher than that of melittin” FEBS lett
349(1):29-33; Negrete et al. (1998) “Deciphering the structural code for proteins: helical propensities in domain
classes and statistical multiresidue information in alpha-helices”, Protein Sci 7(6):1368-79.
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Otro ejemplo de un polimero anfipatico es un polimero hecho de dos 0 méas subunidades anfipaticas, p.ej. dos o0 mas
subunidades que contienen restos ciclicos (p.ej., un resto ciclico que tiene uno o mas grupos hidréfilos y uno o mas
grupos hidréfobos). Por ejemplo, la subunidad puede contener un esteroide, p.ej., acido colico, o un resto aromatico.
Dichos restos preferiblemente pueden mostrar atropisomerismo, de manera que pueden formar caras hidrofobas e
hidréfilas opuestas cuando estan en una estructura polimérica.

La capacidad de una molécula anfipatica putativa para interactuar con una membrana lipidica, p.ej., una membrana
celular, puede probarse por métodos rutinarios, p.ej., en una célula libre o ensayo celular. Por ejemplo, un
compuesto de ensayo se combina o se pone en contacto con una bicapa lipidica sintética, una fraccion de
membrana celular, o una célula, y el compuesto de ensayo se evalla por su capacidad para interactuar con,
penetrar o alterar la bicapa lipidica, membrana celular o célula. EI compuesto de ensayo puede marcarse para
detectar la interaccién con la bicapa lipidica, membrana celular o célula. En otro tipo de ensayo, el compuesto de
ensayo se une a una molécula indicadora o un agente de ARNi (p.ej., un ARNi o ARNp descrito en la presente
memoria) y la capacidad de la molécula indicadora o agente de ARNi para penetrar la bicapa lipidica, membrana
celular o célula se evalta. Un ensayo de dos etapas puede realizarse también, en el que un primer ensayo evalla la
capacidad de un compuesto de ensayo solo para interactuar con una bicapa lipidica, membrana celular o célula; y
un segundo ensayo evalla la capacidad de un constructo (p.ej., un constructo descrito en la presente memoria) que
incluye el compuesto de ensayo y un indicador o agente de ARNi para interactuar con una bicapa lipidica,
membrana celular o célula.

Un polimero anfipatico util en las composiciones descritas en la presente memoria tiene al menos 2, preferiblemente
al menos 5, mas preferiblemente al menos 10, 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 50000 o mas subunidades (p.€j.,
aminoacidos o subunidades ciclicas). Un polimero anfipatico sencillo puede estar unido a uno o mas, p.€j., 2, 3, 5,
10 o mas agentes de ARNi (p.ej., agentes de ARNi o ARNp descritos en la presente memoria). En algunas
realizaciones, un polimero anfipatico puede contener subunidades tanto de aminoacido como ciclicas, p.ej.,
subunidades aromaticas.

Se describe en la presente memoria una composicién que incluye un agente de ARNi (p.ej., un ARNi o ARNp
descrito en la presente memoria) en asociaciébn con una molécula anfipatica. Dichas composiciones pueden
denominarse en la presente memoria como “constructos de ARNi anfipaticos”. Dichas composiciones y constructos
son Utiles en la distribucion o direccionamiento de agentes de ARNi, p.ej., distribucién o direccionamiento de agentes
de ARNi a una célula. Aunque sin querer estar atados por la teoria, dichas composiciones y constructos pueden
aumentar la porosidad de, p.ej., pueden penetrar o alterar, un lipido (p.ej., una bicapa lipidica de una célula), p.ej.,
para permitir la entrada del agente de ARNi en una célula.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién que comprende un agente de ARNi (p.ej., un
agente de ARNi o ARNp descrito en la presente memoria) unido a una molécula anfipatica. El agente de ARNi y la
molécula anfipatica pueden mantenerse en contacto continuo el uno con la otra mediante uniones covalentes o no
covalentes.

La molécula anfipatica de la composicién o constructo es preferiblemente diferente de un fosfolipido, p.€;j., distinto de
una micela, membrana o fragmento de membrana.

La molécula anfipatica de la composicién o constructo es preferiblemente un polimero. El polimero puede incluir dos
0 mas subunidades anfipaticas. Uno o mas grupos hidrofilos y uno o mas grupos hidréfobos pueden estar presentes
en el polimero. El polimero puede tener una estructura secundaria de repeticion ademas de una primera cara y una
segunda cara. La distribucion de los grupos hidrofilos y los grupos hidrofobos a lo largo de la estructura secundaria
de repeticion puede ser tal que una cara del polimero sea una cara hidréfila y la otra cara del polimero sea una cara
hidr6foba.

La molécula anfipatica puede ser un polipéptido, p.ej., un polipéptido que comprende una conformacion a-helicoidal
como su estructura secundaria.

En una realizacion, el polimero anfipatico incluye una o méas subunidades que contienen uno o mas restos ciclicos
(p-€j., un resto ciclico que tiene uno o mas grupos hidréfilos y/o uno o mas grupos hidréfobos). En una realizacion, el
polimero es un polimero de restos ciclicos de manera que los restos tienen grupos hidréfobos e hidréfilos alternos.
Por ejemplo, la subunidad puede contener un esteroide, p.ej., acido coélico. En otro ejemplo, la subunidad puede
contener un resto aromatico. El resto aromatico puede ser uno que pueda mostrar atropisomerismo, p.€j., un 2,2’-
bis(sustituido)-1-1’-binaftilo o 2,2’-bis(sustituido)bifenilo. Una subunidad puede incluir un resto aromatico de Férmula
(M):
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Se describe en la presente memoria una composicion que incluye un agente de ARNi (p.ej., un ARNi o ARNp
descritos en la presente memoria) en asociacién con una molécula anfipatica. Dichas composiciones pueden
denominarse en la presente memoria como “constructos de ARNi anfipaticos”. Dichas composiciones y constructos
son Utiles en la distribucién o direccionamiento de los agentes de ARNi, p.ej., distribucién o direccionamiento de los
agentes de ARNi a una célula. Aunque sin querer estar atados por la teoria, dichas composiciones y constructos
pueden aumentar la porosidad de, p.ej., pueden penetrar o alterar, un lipido (p.ej., una bicapa lipidica de una célula),
p.ej., para permitir la entrada del agente de ARNi en una célula.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién que comprende un agente de ARNi (p.€j., un
agente de ARNi o ARNp descrito en la presente memoria) unido a una molécula anfipatica. El agente de ARNi y la
molécula anfipatica pueden mantenerse en contacto continuo el uno con la otra mediante uniones o covalentes o no
covalentes.

La molécula anfipatica de la composicién o constructo es preferiblemente diferente de un fosfolipido, p.€;j., distinto de
una micela, membrana o fragmento de membrana.

La molécula anfipatica de la composicién o constructo es preferiblemente un polimero. El polimero puede incluir dos
0 mas subunidades anfipaticas. Uno o méas grupos hidrofilos y uno o méas grupos hidr6fobos pueden estar presentes
en el polimero. El polimero puede tener una estructura secundaria de repeticion ademas de una primera cara y una
segunda cara. La distribucion de los grupos hidrofilos y los grupos hidréfobos a lo largo de la estructura secundaria
de repeticion puede ser tal que una cara del polimero es una cara hidréfila y la otra cara del polimero es una cara
hidréfoba.

La molécula anfipatica puede ser un polipéptido, p.ej., un polipéptido que comprende una conformacién a-helicoidal
como su estructura secundaria.

En una realizacion, el polimero anfipatico incluye una o mas subunidades que contienen uno o mas restos ciclicos
(p-€j., un resto ciclico que tiene uno o mas grupos hidréfilos y/o uno o mas grupos hidréfobos). En una realizacion, el
polimero es un polimero de restos ciclicos de manera que los restos tienen grupos hidréfobos e hidréfilos alternos.
Por ejemplo, la subunidad puede contener un esteroide, p.ej., acido colico. En otro ejemplo, la subunidad puede
contener un resto aromatico. El resto aromatico puede ser uno que puede mostrar atropisomerismo, p.ej., un 2,2’-
bis(sustituido)-1-1’-binaftilo o una 2,2’-bis(sustituido)bifenilo. Una subunidad puede incluir un resto aromatico de
Férmula (M):
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En referencia a la Formula M, R' es alquilo C1-C1o0 opcionalmente sustituido con arilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi o
halo y/u opcionalmente insertado con O, S, alquenilo o alquinilo; perfluoroalquilo C1-C1o0; u ORs.

Rz es hidroxi; nitro; sulfato; fosfato; éster de fosfato; acido sulfénico; ORs; 0 alquilo C1-C100 opcionalmente sustituido
con hidroxi, halo, nitro, aril o alquilsulfinilo, aril o alquilsulfonilo, sulfato, acido sulfénico, fosfato, éster de fosfato, arilo
sustituido o no sustituido, carboxilo, carboxilato, aminocarboilo, o alcoxicarbonilo, y/u opcionalmente insertado con
O, NH, S, S(0), SO, alquenilo o alquinilo.

Rs es hidrégeno, o cuando se toman junto con R* forma un anillo fenilo condensado.
R4 es hidrégeno, o cuando se toman junto con R® forma un anillo fenilo condensado.

Rs es alquilo C1-C100 opcionalmente sustituido con arilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi o halo y/u opcionalmente
insertado con O, S, alquenilo o alquinilo; o perfluoroalquilo C1-C1o0; y Re es alquilo C1-C100 opcionalmente sustituido
con hidroxi, halo, nitro, aril o alquilsulfinilo, aril o alquilsulfonilo, sulfato, acido sulfénico, fosfato, éster de fosfato, arilo
sustituido o no sustituido, carboxilo, carboxilato, aminocarbonilo, o alcoxicarbonilo, y/u opcionalmente insertados con
O, NH, S, S(0), SO, alquenilo o alquinilo.

Absorcién celular aumentada de ARNbc

Un método descrito en la presente memoria que puede incluir la administracién de un agente de ARNi y un farmaco
que afecta a la absorcién del agente de ARNi en la célula. El farmaco puede administrarse antes, después o al
mismo tiempo que se administra el agente de ARNi. El farmaco puede estar unido de forma covalente al agente de
ARNi. El farmaco puede ser, por ejemplo, un lipopolisacérido, un activador de p38 MAP quinasa, o un activador de
NF-kB. El farmaco puede tener un efecto transitorio en la célula.

El farmaco puede aumentar la absorcion del agente de ARNi en la célula, por ejemplo, alterando el citoesqueleto de
la célula, p.ej., alterando los microtubulos, microfilamentos y/o filamentos intermedios de la célula. El farmaco puede
ser, por ejemplo, taxona, vincristina, vinblastina, citocalasina, nocodazol, japlaquinolida, latrunculina A, faloidina,
swinholida A, indanocina o mioservina.

El farmaco puede aumentar también la absorcién del agente de ARNi en la célula activando una respuesta
inflamatoria, por ejemplo. Los farmacos ejemplares que tendrian dicho efecto incluyen factor alfa de necrosis tumoral
(TNFalfa), interleuquina-1 beta o0 gamma interferén.

Conjugados de ARNi

Un agente de ARNi puede acoplarse, p.ej., acoplarse de forma covalente, a un segundo agente. Por ejemplo, un
agente de ARNi usado para tratar un trastorno particular puede acoplarse a un segundo agente terapéutico, p.ej., un
agente distinto del agente de ARNi. El segundo agente terapéutico puede ser uno que esta dirigido al tratamiento del
mismo trastorno. Por ejemplo, en el caso de un ARNi usado para tratar un trastorno caracterizado por proliferacion
celular indeseada, p.ej., cancer, el agente de ARNi puede acoplarse a un segundo agente que tiene un efecto anti-
cancerigeno. Por ejemplo, puede acoplarse a un agente que estimula el sistema inmunitario, p.ej., un motivo CpG, o
mas generalmente a un agente que activa un receptor tipo toll y/o aumenta la produccién de gamma interferén.

Produccién de ARNi
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Un ARNi puede producirse, p.ej., a granel, por una variedad de métodos. Los métodos ejemplares incluyen: sintesis
orgéanica y escision de ARN, p.ej., escision in vitro.

Sintesis organica

Un ARNi puede hacerse sintetizando de forma separada cada respectiva cadena de una molécula de ARN
bicatenaria. La cadenas componentes pueden entonces hibridarse.

Un biorreactor grande, p.ej., el OligoPilot Il de Pharmacia Biotec AB (Uppsala Suecia), puede usarse para producir
una gran cantidad de una cadena de ARN particular para un ARNi dado. El reactor OligoPilotll puede acoplar de
forma eficiente un nucleétido usando solo un exceso molar de 1,5 de un nucleétido fosforamidita. Para fabricar la
cadena de ARN, se usan ribonucle6tidos amiditas. Los ciclos estandar de adicion de monémero pueden usarse para
sintetizar la cadena de 21 a 23 nuclettidos para la ARNi. Tipicamente, las dos cadenas complementarias se
producen de forma separada y después se hibridan, p.ej., después de la liberacion del soporte sdlido y
desproteccion.

La sintesis organica puede usarse para producir una especie de ARNi discreta. La complementariedad de la especie
a un gen diana particular puede especificarse de forma precisa. Por ejemplo, la especie puede ser complementaria a
una regiéon que incluye un polimorfismo, p.ej., un polimorfismo de un Unico nucleé6tido. Ademds la posicion del
polimorfismo puede definirse de forma precisa. En algunas realizaciones, el polimorfismo esté situado en una region
interna, p.ej., al menos a 4, 5, 7 0 9 nucleétidos de uno o ambos de los extremos.

Escision de ARNbc

Los ARNi pueden hacerse también escindiendo un ARNi bc mas largo. La escision puede mediarse in vitro o in vivo.
Por ejemplo, para producir ARNi por escision in vitro, puede usarse el siguiente método:

Transcripciéon in vitro. Se produce ARNbc transcribiendo un segmento de acido nucleico (ADN) en ambas
direcciones. Por ejemplo, el kit de transcripcion de ARNi HiScribe™ (New England Biolabs) proporciona un vector y
un método para producir un ARNbc para un segmento de acido nucleico que se clona en el vector a una posicion
flanqueada en cada lado por un promotor T7. Se generan moldes separados para la transcripcién de T7 de las dos
cadenas complementaria para el ARNbc. Los moldes se transcriben in vitro por adicién de T7 ARN polimerasa y se
produce ARNbc. También pueden usarse métodos similares usando PCR y/u otras ARN polimerasas (p.ej., T3 o
SP6 polimerasa). En una realizacién, el ARN generado por este método se purifica cuidadosamente para eliminar
las endotoxinas que pueden contaminar los preparados de las enzimas recombinantes.

Escision in vitro. EIl ARNbc se escinde in vitro en ARNi, por ejemplo, usando una actividad basada en Dicer o RNAsa
Il comparable. Por ejemplo, el ARNbc puede incubarse en un extracto in vitro de Drosophila o usando componentes
purificados, p.ej., una RNAsa o complejo RISC (complejo de silenciamiento inducido por ARN) purificados. Véase,
p.ej., Ketting et al., Genes Dev 2001 15 de octubre de 2001; 15(20):2654-9 y Hammond Science 10 de agosto de
2001; 293(5532):1146-50.

La escision de ARNbc generalmente produce una pluralidad de especies de ARNi, siendo cada una un fragmento
particular de 21 a 23 nt de una molécula de ARNbc fuente. Por ejemplo, los ARNi que incluyen secuencias
complementarias para solapar regiones y regiones adyacentes de una molécula de ARNbc fuente pueden estar
presentes.

Independientemente del método de sintesis, el preparado de ARNi puede prepararse en una disolucién (p.ej., una
disolucién acuosa y/u organica) que es apropiada para la formulacion. Por ejemplo, el preparado de ARNi puede
precipitarse y redisolverse en agua de doble destilacion pura, y liofilizarse. EI ARNi seco puede entonces
suspenderse de nuevo en una disolucion apropiada para el proceso de formulacién previsto.

La sintesis de agentes de ARNi modificados y sustitutos de nucle6tido se trata a continuacion.
Formulacién

Los agentes de ARNiI descritos en la presente memoria pueden formularse para la administracién a un sujeto. Para
facilitar la exposicion las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccion se tratan principalmente con
respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y
dicha practica esta dentro de la presente descripcion.

Una composicién de ARNi formulada puede asumir una variedad de estados. En algunos ejemplos, la composicion
es al menos parcialmente cristalina, uniformemente cristalina, y/o anhidra (p.ej., menos del 80, 50, 30, 20 o 10% de
agua). En otro ejemplo, el ARNi esta en una fase acuosa, p.ej., en una disolucion que incluye agua.

La fase acuosa o las composiciones cristalinas pueden, p.ej., incorporarse a un vehiculo de distribucién, p.ej., un
liposoma (particularmente para la fase acuosa) o una particula (p.ej., una microparticula como puede ser apropiado
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para una composicion cristalina). Generalmente, la composicion de ARNi se formula de una manera que sea
compatible con el método previsto de administracion (véase, a continuacion).

En realizaciones particulares, la composicién se prepara por al menos uno de los siguientes métodos: secado por
pulverizacién, liofilizacién, secado al vacio, evaporacién, secado en lecho fluido, o una combinacién de estas
técnicas; o sonicacion con un lipido, secado por congelacion, condensacién y otro auto-montaje.

Un preparado de ARNi puede formularse en combinacién con otro agente, p.ej., otro agente terapéutico o un agente
que estabiliza un ARNi, p.ej., una proteina que compleja con ARNi para formar una PRNi. Aun otros agentes
incluyen quelantes, p.ej., EDTA (p.ej., para eliminar los cationes divalentes tales como Mg?*), sales, inhibidores de
RNAsa (p.gj., un inhibidor de RNAsa de amplia especificidad tal como ARNSsin) etcétera.

En una realizacion, el preparado de ARNi incluye otro agente de ARNi, p.ej., un segundo ARNi que puede mediar la
iARN con respecto a un segundo gen, o con respecto al mismo gen. Aln otro preparado puede incluir al menos 3, 5,
diez, veinte, cincuenta, o cien o mas especies de ARNi diferentes. Dichos ARNi pueden mediar la iARN con respecto
a un numero similar de genes diferentes.

En una realizacién, el preparado de ARNi incluye al menos un segundo agente terapéutico (p.€j., un agente distinto
de un ARN o un ADN). Por ejemplo, una composicién de ARNi para el tratamiento de una enfermedad virica, p.€j.,
VIH, incluiria un agente antiviral conocido (p.€j.,, un inhibidor de proteasa o inhibidor de transcriptasa inversa). En
otro ejemplo, una composicion de ARNi para el tratamiento de un cancer comprenderia ademas un agente
quimioterapéutico.

Las formulaciones ejemplares se tratan a continuacion:
Liposomas

Para facilitar la exposicion de las formulaciones, las composiciones y los métodos en esta seccion se tratan en gran
parte con respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden ponerse en practica con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi
modificados, y dicha practica esta dentro de la presente descripcién. Puede formularse un preparado de un agente
de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas
grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de
ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) para la distribucion en un montaje molecular
membranoso, p.gj., un liposoma o una micela. Como se usa en la presente memoria, el término “liposoma” se refiere
a una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos dispuestos en al menos una bicapa, p.€j., una bicapa o una pluralidad
de bicapas. Los liposomas incluyen vesiculas unilaminares y multilaminares que tienen una membrana formada a
partir de un material lipofilico y un interior acuoso. La parte acuosa contiene la composicién de ARNi. El material
lipdfilo aisla el interior acuoso de un exterior acuoso, que tipicamente no incluye la composicién de ARNi, aunque en
algunos ejemplos, puede. Los liposomas son Utiles para la transferencia y distribucién de ingredientes activos al sitio
de accion. Debido a que la membrana liposémica es estructuralmente similar a las membranas bioldgicas, cuando
los liposomas se aplican a un tejido, la bicapa liposdmica se funde con la bicapa de las membranas celulares.
Mientras progresa la fusién del liposoma y la célula, los contenidos acuosos internos que incluyen el ARNi se
distribuyen por la célula donde el ARNi puede unirse especificamente a un ARN diana y puede mediar la iARN. En
algunos casos los liposomas también se fijan especificamente como objetivos, p.ej., para dirigir al ARNi a tipos
particulares de células, p.ej., a células del rifidn, tal como las descritas en la presente memoria.

Un liposoma que contiene un ARNi puede prepararse por una variedad de métodos.

En un ejemplo, el componente lipidico de un liposoma se disuelve en un detergente de manera que se forman
micelas con el componente lipidico. Por ejemplo, el componente lipidico puede ser un lipido o conjugado lipidico
cationico anfipatico. El detergente puede tener una alta concentracion micelar critica y puede ser no iénico. Los
detergentes ejemplares incluyen colato, CHAPS, octilglucésido, desoxicolato y lauroilsarcosina. El preparado de
ARNi se afiade entonces a las micelas que incluyen el componente lipidico. Los grupos catidnicos en el lipido
interactdan con el ARNi y condensan alrededor del ARNi para formar un liposoma. Después de la condensacion, el
detergente se elimina, p.ej., mediante dialisis, para dar un preparado liposémico de ARNi.

Si fuera necesario un compuesto de transporte que ayude en la condensacion puede afadirse durante la reaccion
de condensacion, p.ej., por adicién controlada. Por ejemplo, el compuesto de transporte puede ser un polimero
distinto de un &cido nucleico (p.ej., espermina o espermidina). El pH puede también ajustarse para favorecer la
condensacion.

Una descripcion adicional de métodos para producir vehiculos de distribucién de polinucleétidos estables, que
incorporan un complejo de polinucleétido/lipido catidnico como componentes estructurales del vehiculo de
distribucion, se describen en, p.ej., el documento WO 96/37194. La formacion de liposomas puede incluir también
uno o mas aspectos de métodos ejemplares descritos en Felgner, P.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-
7417, 1987; la Patente de EE.UU. num. 4.897.355; Patente de EE.UU. num. 5.171.678; Bangham, et al., M. Mol.
Biol. 23:238, 1965; Olson, et al. Biochim. Biophys. Acta 557:9, 1979; Szoka, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 75:4194,

93



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2702942 T3

1978; Mayhew, et al., Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984; Kim, et al., Biochim. Biophys. Acta 728:339, 1983; y
Fukunaga, et al. Endocrinol. 115:757, 1984. Las técnicas usadas normalmente para preparar agregados lipidicos de
tamafo apropiado para usar como vehiculos de distribucion incluyen la sonicacion y la congelacién-descongelado
mas extrusion (véase, p.ej., Mayer, et al. Biochim. Biophys. Acta 858:161, 1986). La microfluidizacion puede usarse
cuando se desean agregados consistentemente pequerios (50 a 200 nm) y relativamente uniformes (Mayhew, et al.
Biochim. Biophys. Acta 775:169, 1984). Estos métodos se adaptan facilmente para empaquetar preparados de ARNi
en liposomas.

Los liposomas que son sensibles al pH o estan cargados de forma negativa, atrapan moléculas de &cido nucleico
mas que complejarse con ellas. Como tanto las moléculas de acido nucleico como los lipidos estan cargados de
forma similar, se da repulsiébn mas que formacién de complejo. Aun asi, algunas moléculas de acido nucleico se
atrapan en el interior acuoso de estos liposomas. Se han usado liposomas sensibles al pH para distribuir ADN que
codifica el gen de timidina quinasa a monocapas celulares en cultivo. La expresion del gen exdgeno se detect6 en
las células diana (Zhou et al., Journal of Controlled Release, 19 (1992) 269-274).

Un tipo principal de composicion liposémica incluye fosfolipidos distintos de la fosfatidilcolina derivada de forma
natural. Las composiciones de liposomas neutros, por ejemplo, pueden formarse a partir de dimiristoil-fosfatidilcolina
(DMPC) o dipalmitoil-fosfatidilcolina (DPPC). Las composiciones de liposomas aniénicos generalmente se forman a
partir de dimiristoil-fosfatidilglicerol, mientras que los liposomas fusogénicos anidnicos se forman principalmente a
partir de dioleoil-fosfatidiletanolamina (DOPE). Otro tipo de composicion liposomica se forma a partir de
fosfatidilcolina (PC) tal como, por ejemplo, PC de soja, y PC de huevo. Otro tipo se forma a partir de mezclas de
fosfolipido y/o fosfatidilcolina y/o colesterol.

Ejemplos de otros métodos para introducir liposomas en células in vitro e in vivo incluyen la Patente de EE.UU. nim.
5.283.185; Patente de EE.UU. nim. 5.171.678; documentos WO 94/00569; WO 93/24640, WO 91/16024; Felgner, J.
Biol. Chem. 269:2550, 1994; Nabel, Proc. Natl. Acad. Sci. 90:11307, 1993; Nabel, Human Gene Ther. 3:649, 1992;
Gershon, Biochem. 32:7143, 1993; y Strauss EMBO J. 11:417, 1992.

En una realizacion, se usan liposomas catiénicos. Los liposomas catiénicos poseen la ventaja de ser capaces de
fundir con la membrana celular. Los liposomas no cationicos, aunque no son capaces de fundirse de forma tan
eficiente con la membrana plasmatica, se absorben por macréfagos in vivo y pueden usarse para distribuir ARNi a
macréfagos.

Ventajas adicionales de los liposomas incluyen: los liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos naturales son
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar una amplia gama de farmacos solubles en agua y
lipidos; los liposomas pueden proteger ARNi encapsulados en sus compartimientos internos del metabolismo y la
degradacién (Rosoff, en “Pharmaceutical Dosage Forms”, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, volumen 1, pag.
245). Importantes consideraciones en la preparacion de formulaciones de liposomas son la carga superficial lipidica,
el tamano de la vesicula y el volumen acuoso de los liposomas.

Un lipido cationico sintético cargado de forma positiva, cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA) puede usarse para formar pequefos liposomas que interactian de forma espontanea con acido nucleico
para formar complejos de lipido-acido nucleico que son capaces de fusionar con los lipidos cargados de forma
negativa de las membranas celulares de células de cultivo tisular, dando por resultado la distribucion de ARNi
(véase, p.ej., Felgner, P.L. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 8:7413-7417, 1987 y la Patente de EE.UU. num.
4.897.355 para una descripcion de DOTMA y su uso con ADN).

Un anédlogo de DOTMA, 1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamonio)propano (DOTAP) puede usarse en combinacion con un
fosfolipido para formar vesiculas que complejan con ADN. La lipofectina™ (Bethesda Research Laboratories,
Gaithersburg, Md.) es un agente efectivo para la distribucion de &cidos nucleicos altamente aniénicos en células de
cultivo tisular vivo que comprenden liposomas DOTMA cargados de forma positiva que interactian de forma
espontanea con polinucleétidos cargados de forma negativa para formar complejos. Cuando se usan suficientes
liposomas cargados de forma positiva, la carga de red en los complejos resultantes es también positiva. Los
complejos cargados de forma positiva preparados de esta forma se unen espontaneamente a superficies celulares
cargadas de forma negativa, fusionan con la membrana plasmatica y distribuyen de forma eficiente acidos nucleicos
funcionales en, por ejemplo, células de cultivo celular. Otro lipido catibnico comercialmente disponible, 1,2-
bis(oleoiloxi)-3,3-(trimetilamonio)propano (“DOTAP”) (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana) difiere de
DOTMA en que los restos oleoilo estan unidos por éster, mas que por uniones éter.

Otros compuestos lipidicos catiénicos presentados incluyen los que se han conjugado a una variedad de restos que
incluyen, por ejemplo, carboxiespermina que se ha conjugado a uno de dos tipos de lipidos e incluye compuestos
tales como 5-carboxiespermilglicina dioctaoleoilamida (“DOGS”) (Transfectam™, Promega, Madison, Wisconsin) y
dipalmitoilfosfatidiletanolamina 5-carboxiespermilamida (“DPPES”) (véase, p.ej., la Patente de EE.UU. num.
5.171.678).

Otro conjugado lipidico cationico incluye la derivacién del lipido con colesterol (“DC-Col”) que se ha formulado en
liposomas en combinacion con DOPE (véase, Gao, X. y Huang, L., Biochim. Biophys. Res. Commun. 179:280,
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1991). La lipopolilisina, hecha conjugando polilisina con DOPE, se ha presentado que es efectiva para la
transfeccion en presencia de suero (Zhou, X. et al., Biochim. Biophys. Acta 1065:8, 1991). Para ciertas lineas
celulares, estos liposomas que contienen lipidos catiénicos conjugados, se dice que muestran menor toxicidad y
proporcionan una transfeccion mas eficiente que las composiciones que contienen DOTMA. Otros productos
lipidicos cationicos disponibles comercialmente incluyen DMRIE y DMRIE-HP (Vical, La Jolla, California) y
Lipofectamine (DOSPA) (Life Technology, Inc., Gaithersburg, Maryland). Otros lipidos catidnicos adecuados para la
distribucion de oligonucleétidos se describen en los documentos WO 98/39359 y WO 96/37194.

Las formulaciones liposomicas se ajustan particularmente para la administracion topica, los liposomas presentan
varias ventajas sobre otras formulaciones. Dichas ventajas incluyen efectos secundarios reducidos relacionados con
la alta absorcion sistémica del farmaco administrado, acumulacion aumentada del farmaco administrado a la diana
deseada, y la capacidad de administrar ARNi, en la piel. En algunas implementaciones, los liposomas se usan para
distribuir ARNi a las células epidérmicas y también para mejorar la penetracién del ARNi en tejidos dérmicos, p.€j.,
en la piel. Por ejemplo, los liposomas pueden aplicarse de forma topica. La distribucién tépica de farmacos
formulados como liposomas a la piel se ha documentado (véase, p.ej., Weiner et al., Journal of Drug Targeting,
1992, vol. 2, 405-410 y du Plessis et al., Antiviral Research, 18, 1992, 259-265; Mannino, R.J. y Fould-Fogerite, S.,
Biotechniques 6:682-690; 1988; ltani, T. et al. Gene 56:267-276, 1987; Nicolau, C. et al. Meth. Enz. 149:157-176,
1987; Straubinger, R.M. y Papahadjopoulos, D. Meth. Enz. 101:512-527, 1983; Wang, C.Y. y Huang, L., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84:7851-7855, 1987).

También se han examinado sistemas liposomicos no ionicos para determinar su utilidad en la distribucion de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comprenden tensioactivo no idnico y colesterol. Las formulaciones
liposémicas no i6nicas que comprenden Novasome | (dilaurato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-esteariléter) y
Novosome Il (diestearato de glicerilo/colesterol/polioxietilen-10-esteariléter) se usaron para distribuir un farmaco en
la dermis de la piel de ratén. Dichas formulaciones con ARNi son (tiles para tratar un trastorno dermatolégico.

Los liposomas que incluyen ARNi pueden hacerse altamente deformables. Dicha deformabilidad puede permitir a los
liposomas penetrar a través de un poro que es mas pequeno que el radio promedio del liposoma. Por ejemplo, los
transferosomas son un tipo de liposomas deformables. Los transferosomas puede hacerse anadiendo activadores
del borde superficial, normalmente tensioactivos, a una composicién liposémica estandar. Los transferosomas que
incluyen ARNi pueden distribuirse, por ejemplo, de forma subcutanea por infeccion para distribuir ARNi a
queratinocitos en la piel. Para cruzar intactos la piel de mamifero, las vesiculas lipidicas deben atravesar una serie
de finos poros, cada uno con un didmetro menor de 50 nm, bajo la influencia de un gradiente transdérmico
adecuado. Ademas, debido a las propiedades lipidicas, estos transferosomas pueden auto-optimizarse (adaptables
a la forma de los poros, p.ej., en la piel), auto-repararse, y pueden alcanzar frecuentemente sus dianas sin
fragmentacion, y a menudo auto-carga. Los agentes de ARNi pueden incluir una SMSR anclada a un resto que
mejora la asociacion con un liposoma.

Tensioactivos

Para facilitar la exposicion las formulaciones, las composiciones y métodos en esta seccion se tratan en gran parte
con respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agente de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y dicha
practica esta dentro de la presente descripcién. Los tensioactivos encuentran una amplia aplicacion en
formulaciones tales como emulsiones (que incluyen microemulsiones) y liposomas (véase anteriormente). Las
composiciones de ARNi (o un precursor, p.ej., un ARNbc mayor que puede procesarse en un ARNi, o un ADN que
codifica un ARNi o precursor) pueden incluir un tensioactivo. En una realizacién, el ARNi se formula como una
emulsion que incluye un tensioactivo. La forma mas comun de clasificar y organizar las propiedades de los muchos
tipos de tensioactivos, tanto naturales como sintéticos, es mediante el uso del equilibrio hidrofilo/hidréfilo (HLB). La
naturaleza del grupo hidréfilo proporciona los medios mas Utiles para categorizar los diferentes tensioactivos en las
formulaciones (Rieger, en “Pharmaceutical Dosage Forms”, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1988, pag. 285).

Si la molécula tensioactiva no esta ionizada, se clasifica como un tensioactivo no iénico.

Los tensioactivos no idnicos encuentran un amplia aplicaciéon en productos farmacéuticos y son Utiles en un amplio
intervalo de valores de pH. En general sus valores de HLB oscilan de 2 a aproximadamente 18 dependiendo de su
estructura. Los tensioactivos no iénicos incluyen ésteres no idnicos tales como ésteres de etilenglicol, ésteres de
propilenglicol, ésteres de glicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitano, ésteres de sacarosa y ésteres
etoxilados. Las alcanolamidas y éteres no idnicos tal como etoxilatos de alcohol graso, alcoholes propoxilados, y
polimeros de bloque etoxilados/propoxilados se incluyen también en esta clase. Los tensioactivos de polioxietileno
son los miembros mas populares de la clase de tensioactivos no iénicos.

Si la molécula tensioactiva porta una carga negativa cuando se disuelve o dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como aniénico. Los tensioactivos anionicos incluyen carboxilatos tales como jabones, lactilatos de acilo,
amidas de acilo de aminoé&cidos, ésteres de acido sulfurico tales como sulfatos de alquilo y alquilsulfatos etoxilados,
sulfonatos tales como bencenosulfonatos de alquilo, isetionatos de acilo, tauratos de acilo y sulfosuccinatos, y
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fosfatos. Los miembros mas importantes de la clase de tensioactivos anidnicos son los sulfatos de alquilo y los
jabones.

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

Si la molécula de tensioactivo tiene la capacidad de portar una carga tanto positiva como negativa, el tensioactivo se
clasifica como anfétero. Tensioactivos anféteros incluyen derivados de &cido acrilico, alquilamidas sustituidas, N-
alquilbetainas y fosfatidas.

El uso de tensioactivos en productos farmacol6gicos, formulaciones y en emulsiones se ha revisado (Rieger, en
“Pharmaceutical Dosage Forms”, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, NY, 1988, pag. 285).

Micelas y otras formulaciones membranosas

Por facilitar la exposicién las micelas y otras formulaciones, composiciones y métodos en esta seccion se tratan en
gran parte con respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas micelas y
otras formulaciones, composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de
ARNi modificados, y dicha practica esta dentro de la presente descripciéon. La composicién de agente de ARNi, p.gj.,
un agente de ARNi bicatenario, o agente ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande que puede
procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario
o un agente de ARNp, o precursor del mismo)) puede proporcionarse como una formulacién micelar. “Micelas” se
definen en la presente memoria como un tipo particular de montaje molecular en que las moléculas anfipaticas estan
dispuestas en una estructura esférica de manera que todas las partes hidr6fobas de las moléculas se dirigen hacia
adentro, dejando las partes hidréfilas en contacto con la fase acuosa circundante. La disposicion contraria existe si el
medio es hidrofobo.

Una formulacion micelar mixta adecuada para la distribucién a través de las membranas transdérmicas puede
prepararse mezclando una disolucién acuosa de la composicion de ARNi, un alquil Cs a C22 sulfato de metal alcalino,
y unos compuestos formadores de micela. Los compuestos formadores de micelas ejemplares incluyen lecitina,
acido hialurénico, sales farmacéuticamente aceptables de acido hialurénico, acido glicélico, acido lactico, extracto de
camomila, extracto de pepino, acido oleico, &cido linoleico, acido linolénico, monooleina, monooleatos,
monolauratos, aceite de borraja, aceite de onagra, mentol, trihidroxi oxo colanil-glicina y sales farmacéuticamente
aceptables de la misma, glicerina, poliglicerina, lisina, polilisina, trioleina, polioxietilenéteres y analogos de los
mismos, polidocanol-alquiléteres y analogos de los mismos, quenodesoxicolato, desoxicolato y mezclas de los
mismos. Los compuestos que forman micelas pueden afadirse al mismo tiempo o después de la adicion del
alquilsulfato de metal alcalino. Las micelas mixtas se formaran con esencialmente cualquier clase de mezcla de los
ingredientes pero se prefiere la mezcla vigorosa para proporcionar micelas de tamano mas pequefio.

En un método se prepara una primera composicién micelar que contiene la composicién de ARNi y al menos el
alquilsulfato de metal alcalino. La primera composiciéon micelar se mezcla entonces con al menos tres compuestos
formadores de micelas para formar una composicién micelar mixta. En otro método, la composicion micelar se
prepara mezclando una composicion de ARNi, el alquilsulfato de metal alcalino y al menos uno de los compuestos
formadores de micelas, seguido por adicion de los restantes compuestos formadores de micelas, con mezcla
vigorosa.

Pueden anadirse fenol y/o m-cresol a la composicién micelar mixta para estabilizar la formulacion y proteger frente al
crecimiento bacteriano. De forma alternativa, puede afnadirse fenol y/o m-cresol con los ingredientes formadores de
micelas. Un agente isotdnico tal como glicerina puede también afadirse después de la formacién de la composicion
micelar mixta.

Para la distribucion de la formulacién micelar como una pulverizacion, la formulacion puede ponerse en un
dispensador de aerosol y el dispensador se carga con un propelente. El propelente, que esta a presion, es una
forma liquida en el dispensador. Las relaciones de los ingredientes se ajustan de manera que las fases acuosa y
propelente sean una, es decir, hay una fase. Si hay dos fases, es necesario agitar el dispensador antes de dispensar
una parte de los contenidos, p.ej., mediante una valvula medida. La dosis de dispensacion del agente farmacéutico
se propulsa desde la valvula medida en un pulverizado fino.

Los propulsores preferidos son clorofluorocarbonos que contienen hidrégeno, fluorocarbonos que contienen
hidrogeno, dimetiléter y dietiléter. Es incluso mas preferido HFA 134a (1,1,1,2-tetrafluoroetano).

Las concentraciones especificas de los ingredientes esenciales pueden determinarse mediante experimentacion
relativamente directa. Para la absorcion a través de cavidades orales, es a menudo deseable aumentar, p.ej., al
menos el doble o triple, la dosis a través de inyeccion o la administracion a través del tracto gastrointestinal.

Los agentes de ARNi pueden incluir una SMSR anclada a un resto que mejora la asociacion con una micela u otra
formulacion membranosa.
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Particulas

Para facilitar la exposicién las particulas, formulaciones, composiciones y métodos en esta seccion se tratan en gran
parte con respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas particulas,
formulaciones, composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi
modificados, y dicha practica esta en la presente descripcion. En otra realizacién, preparados de un agente de ARNi,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande
que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) pueden incorporarse en una particula, p.ej., una
microparticula. Las microparticulas pueden producirse por secado por pulverizacion, pero pueden producirse
también por otros métodos que incluyen liofilizacion, evaporacion, secado en lecho fluido, secado al vacio o una
combinacion de estas técnicas. Véase a continuacién para una descripcion adicional.

Formulaciones de liberacién sostenida. Un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o un agente de
ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un
ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del
mismo) descrito en la presente memoria puede formularse para. p.ej., liberacién lenta controlada. La liberacion
controlada puede conseguirse disponiendo el ARNi en una estructura o sustancia que impide su liberacion. P.gj., el
ARNi puede disponerse en una matriz porosa 0 en una matriz erosionable, cualquiera de las cuales permite la
liberacion del ARNi durante un periodo de tiempo.

Las particulas poliméricas, p.ej., pueden usarse microparticulas poliméricas como un depésito de liberacion
sostenida de ARNi que se absorbe por las células solo se liberan de la microparticula a través de la biodegradacién.
Las particulas poliméricas en esta realizacién deberian ser por lo tanto suficientemente grandes para descartar la
fagocitosis (p.ej., mayores que 10 um y preferiblemente mayores que 20 um). Dichas particulas pueden producirse
por los mismos métodos para hacer particulas mas pequefas, pero con mezcla menos vigorosa de las emulsiones
primera y segunda. Es decir, una menor velocidad de homogeneizacién, velocidad de mezcla con vortice, o nivel de
sonicacion puede usarse para obtener particulas que tienen un didametro de alrededor de 100 um mas que de 10 pm.
El tiempo de mezcla también puede alterarse.

Pueden formularse microparticulas mas grandes como una suspension, un polvo, o un sélido implantable, para
distribuir por inyeccion intramuscular, subcutanea, intradérmica, intravenosa o intraperitoneal; por medio de
inhalacién (intranasal o intrapulmonar); oralmente; o por implantacion. Estas particulas son utiles para la distribucion
de cualquier ARNi cuando se desea la liberacién lenta en un plazo relativamente largo. La velocidad de degradacion,
y por consiguiente de liberacién, varia con la formulacion polimérica.

Las microparticulas incluyen preferiblemente poros, huecos, agujeros, defectos u otros espacios intersticiales que
permitan al medio de suspension fluido permear libremente o perfundir el limite particulado. Por ejemplo, pueden
usarse microestructuras perforadas para formar microesferas secas por pulverizado porosas, huecas.

Las particulas poliméricas que contienen ARNi (p.ej., un ARNp) puede hacerse usando una técnica de doble
emulsion, por ejemplo. Primero, el polimero se disuelve en un disolvente organico. Un polimero preferido es acido
polilactico-co-glicélico (PLGA), con una relacién en peso de &cido lactico/glicélico de 65:35, 50:50 o 75:25. Después,
una muestra de acido nucleico suspendido en disolucion acuosa se afiade a la disolucién polimérica y las dos
disoluciones se mezclan para formar una primera emulsién. Las disoluciones pueden mezclarse formando un vortice
o agitando, en un método preferido, la mezcla puede sonicarse. Lo més preferible es cualquier método por el que el
acido nucleico recibe la menor cantidad de dafio en la forma de mella, corte o degradacién, aunque permitiendo aun
la formacién de una emulsién apropiada. Por ejemplo, pueden obtenerse resultados aceptables con un sonicador
Vibra-cell modelo VC-250 con una sonda micropunta de 3,175 cm (1/8”), en el ajuste num. 3.

Secado por pulverizacién. Un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.gj., un
precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que
codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo)) puede
prepararse por secado por pulverizacion. EI ARNi seco por pulverizacién puede administrarse a un sujeto o
someterse a formulacién adicional. Una composicion farmacéutica de ARNi puede prepararse secando por
pulverizacién una mezcla acuosa homogénea que incluye un ARNi en condiciones suficientes para proporcionar una
composicién en polvo dispersable, p.ej., una composicion farmacéutica. EI material para secar por pulverizacion
puede incluir también uno o mas de: un excipiente farmacéuticamente aceptable, o una cantidad que mejora la
dispersabilidad de una proteina soluble en agua, fisiol6gicamente aceptable. El producto seco por pulverizacion
puede ser un polvo dispersable que incluye el ARN.i.

El secado por pulverizacion es un proceso que convierte un material liquido o en lechada a una forma particulada
seca. El secado por pulverizacién puede usarse para proporcionar material en polvo por varias rutas administrativas
que incluyen la inhalacién. Véase, por ejemplo, M. Sacchetti y M.M. Van Oort en: Inhalation Aerosols: Physical and
Biological Basis for Therapy, A.J. Hickey, ed. Marcel Dekkar, Nueva York, 1996.
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El secado por pulverizacién puede incluir atomizar una disolucion, emulsién o suspensién para formar una niebla fina
de gotitas y secar las gotitas. La niebla puede proyectarse en una camara de secado (p.€j., un recipiente, tanque,
tubo o espiral) donde contacta con un gas de secado. La niebla puede incluir agentes formadores de poros sélidos o
liquidos. El disolvente y agentes formadores de poros evaporan desde las gotitas en el gas de secado para
solidificar las gotitas, formando de forma simultanea poros por todo el sélido. El sélido (tipicamente en una forma
particulada en polvo) se separa entonces del gas de secado y se recoge.

El secado por pulverizacién incluye poner juntos un liquido altamente disperso, y un volumen suficiente de aire (p.ej.,
aire caliente) para producir la evaporacion y el secado de las gotitas liquidas. El preparado para secar por
pulverizacién puede ser cualquier disolucion, suspensién de tratamiento, lechada, dispersion coloidal, o pasta que
puede atomizarse usando un aparato de secado por pulverizacion seleccionado. Tipicamente, la alimentacion se
pulveriza en una corriente de aire filtrado caliente que evapora el disolvente y transporta el producto seco a un
colector. El aire gastado se expulsa entonces con el disolvente. Pueden usarse varios tipos diferentes de aparatos
para proporcionar el producto deseado. Por ejemplo, los secadores por pulverizacién comerciales fabricados por
Buch Ltd. o Niro Corp. pueden producir de forma efectiva particulas de tamafo deseado.

Las particulas en polvo secas por pulverizacién pueden ser aproximadamente esféricas de forma, casi uniformes en
tamafno y frecuentemente huecas. Puede haber algun grado de irregularidad en la forma dependiendo del
medicamento incorporado y las condiciones de secado por pulverizacién. En muchos ejemplos la estabilidad de la
dispersion de las microesferas secas por pulverizacion parece ser mas efectiva si se usa un agente de inflado (o
agente de soplado) en su produccion. Las realizaciones particularmente preferidas pueden comprender una
emulsién con un agente de inflado como la fase dispersa o continua (siendo la otra fase de naturaleza acuosa). Un
agente de inflado se dispersa preferiblemente con una disolucion tensioactiva, usando, por ejemplo, un
microfluidizador disponible comercialmente a una presion de aproximadamente 34474 a 103421 kPa (5000 a 15.000
psi). Este proceso forma una emulsién, preferiblemente estabilizada por un tensioactivo incorporado, que comprende
tipicamente gotitas submicra de agente de soplado inmiscible con agua disperso en una fase continua acuosa. La
formacion de dichas dispersiones que usan esta y otras técnicas son comunes y bien conocidas por aquellos en la
técnica. El agente de soplado es preferiblemente un compuesto fluorado (p.ej., perfluorohexano, bromuro de
perfluorooctilo, perfluorodecalina, perfluorobutiletano) que vaporiza durante el proceso de secado por pulverizacién,
dejando detras generalmente microesferas aerodinamicamente ligeras, porosas, huecas. Como se tratard en mas
detalle a continuacion, otros agentes de soplado adecuados incluyen cloroformo, freones e hidrocarburos. El gas
nitrégeno y diéxido de carbono también se contemplan como un agente de soplado adecuado.

Aunque las microestructuras perforadas se forman preferiblemente usando un agente de soplado como se describe
anteriormente, se apreciara que, en algunos ejemplos, no se requiere agente de soplado y una dispersioén acuosa
del medicamento y los tensioactivo(s) se secan por pulverizacion directamente. En dichos casos, la formulacion
puede ser susceptible a condiciones del proceso (p.ej., temperaturas elevadas) que generalmente llevan a la
formacion de microparticulas huecas, relativamente porosas. Ademas, el medicamento puede poseer propiedades
fisicoquimicas especiales (p.ej., alta cristalinidad, elevada temperatura de fusion, actividad superficial, etc.) que lo
hacen particularmente adecuado para usar en dichas técnicas.

Las microestructuras perforadas pueden asociarse opcionalmente con, o comprender, uno 0 mas tensioactivos.
Ademas, los tensioactivos miscibles pueden combinarse opcionalmente con la fase liquida del medio de suspension.
Se apreciara por los expertos en la técnica que el uso de tensioactivos puede aumentar adicionalmente la
estabilidad de la dispersion, simplificar los procedimientos de formulacion o aumentar la biodisponibilidad en la
administracion. Por supuesto las combinaciones de tensioactivos, que incluyen el uso de uno o mas en la fase
liquida y uno o méas asociados con las microestructuras perforadas se contemplan como que estan dentro del
alcance de la presente descripcion. Por “asociado con o que comprende” se entiende que la matriz estructural o
microestructura perforada puede incorporar, adsorber, absorber, estar recubierta con o estar formada por el
tensioactivo.

Los tensioactivos adecuados para usar incluyen cualquier compuesto o composicion que ayude en la formacion y
mantenimiento de las dispersiones respiratorias estabilizadas formando una capa en la interfase entre la matriz
estructural y el medio de suspension. El tensioactivo puede comprender un Unico compuesto o cualquier
combinacion de compuestos, tal como en el caso de co-tensioactivos. Los tensioactivos particularmente preferidos
son esencialmente insolubles en el propelente, no fluorados, y se seleccionan del grupo que consiste en lipidos
saturados e insaturados, detergentes no idnicos, copolimeros en blogue no iénicos, tensioactivos ionicos, y
combinaciones de dichos agentes. Deberia ponerse énfasis en que, ademas de los tensioactivos mencionados
anteriormente, los tensioactivos fluorados adecuados (es decir, biocompatibles) son compatibles con las ensefianzas
en la presente memoria y pueden usarse para proporcionar los preparados estabilizados deseados.

Los lipidos, incluyendo fosfolipidos, de fuentes tanto naturales como sintéticas, pueden usarse en concentraciones
variables para formar una matriz estructural. Generalmente, los lipidos compatibles comprenden aquellos que tienen
una transicion de gel a fase de cristal liquido mayor que aproximadamente 40°C. Preferiblemente, los lipidos
incorporados son lipidos saturados de cadena relativamente larga (es decir, Ce-C22) y mas preferiblemente
comprenden fosfolipidos. Fosfolipidos ejemplares utiles en los preparados estabilizados descritos comprenden
fosfatidilcolina de huevo, dilaurilfosfatidilcolina, dioleilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina,
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diesteroilfosfatidilcolina, fosfatidilcolinas de cadena corta, fosfatidiletanolamina, dioleilfosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, glucolipidos, gangliésido GM1, esfingomielina, acido fosfatidico,
cardiolipina; lipidos que portan cadenas poliméricas tales como, polietilenglicol, quitina, acido hialurénico, o
polivinilpirrolidona; lipidos que portan mono-, di- y polisacaridos sulfonados; &cidos grasos tales como acido
palmitico, acido estearico y &cido oleico; colesterol, ésteres de colesterol y hemisuccinato de colesterol. Debido a
sus excelentes caracteristicas de biocompatibilidad, los fosfolipidos y combinaciones de fosfolipidos y poloxdmeros
son particularmente adecuados para usar en las dispersiones estabilizadas descritas en la presente memoria.

Los detergentes no idnicos compatibles comprenden: ésteres de sorbitano que incluyen trioleato de sorbitano
(Spans™ 85), sesquioleato de sorbitano, monooleato de sorbitano, monolaurato de sorbitano, monolaurato de
polioxietilen (20) sorbitano, y monooleato de polioxietilen (20) sorbitano, oleil polioxietilen (2) éter, estearil
polioxietilen (2) éter, lauril polioxietilen (4) éter, ésteres de glicerol, y ésteres de sacarosa. Otros detergentes no
ionicos adecuados pueden identificarse faciimente usando McCutcheon’s Emulsifiers and Detergents (McPublishing
Co., Glen Rock, N.J.). Los copolimeros en bloque preferidos incluyen copolimeros dibloque o tribloque de
polioxietileno y polioxipropileno, que incluyen poloxamero 188 (Pluronic.RTM.F68), poloxamero 407
(Pluronic.RTM.F-127) y poloxdmero 338. Los tensioactivos ionicos tales como sulfosuccinato sédico, y jabones de
acidos grasos pueden utilizarse también. En realizaciones preferidas, las microestructruras pueden comprender
acido oleico o sus sales alcalinas.

Ademas de los tensioactivos mencionados anteriormente, los tensioactivos catiénicos o lipidos se prefieren
especialmente en el caso de distribucion de un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de
ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un
ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp o precursor del
mismo). Ejemplos de lipidos catiénicos adecuados incluyen: DOTMA, cloruro de N-[-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilamonio, DOTAP, 1,2-dioleiloxi-3-(trimetilamonio)propano; y DOTB, 1,2-dioleil-3-(4’-trimetilamonio)butanoil-sn-
glicerol. Los aminoécidos policationicos tales como polilisina, y poliarginina se contemplan también.

Para el proceso de pulverizacién, pueden usarse métodos de pulverizacién tales como atomizacion giratoria,
atomizacién por presion y atomizacién de dos fluidos. Ejemplos de los dispositivos usados en estos procesos
incluyen “Mini-pulverizador Parabisu [representacion fonética] GA-32” y “Secador por pulverizacion Parubisu DL-41",
fabricado por Yamato Chemical Co., o “Secador por pulverizacién CL-8", “Secador por pulverizacion L-8”, “Secador
por pulverizacion FL-12”, “Secador por pulverizacion FL-16" o “Secador por pulverizacion FL-20”, fabricados por

Okawara Kakoki Co., pueden usarse para el método de pulverizaciéon usando atomizador de disco giratorio.

Aunqgue no se ponen restricciones particulares al gas usado para secar el material pulverizado, se recomienda usar
aire, gas nitrébgeno o un gas inerte. La temperatura de la entrada del gas usado para secar los materiales
pulverizados de manera que no provoque la desactivacion por calor del material pulverizado. El intervalo de
temperaturas puede variar entre aproximadamente 50°C a aproximadamente 200°C, preferiblemente entre
aproximadamente 50°C y 100°C. La temperatura del gas de salida usado para secar el material pulverizado, puede
variar entre aproximadamente 0°C y aproximadamente 150°C, preferiblemente entre 0°C y 90°C, e incluso mas
preferiblemente entre 0°C y 60°C.

El secado por pulverizacién se hace bajo condiciones que dan por resultado polvo esencialmente amorfo de
constitucion homogénea que tiene un tamafo de particula que es respirable, un bajo contenido en humedad y
caracteristicas de flujo que permiten la facil aerosolizacion. Preferiblemente el tamafo de particula del polvo
resultante es tal que mas del aproximadamente 98% de la masa estd en particulas que tienen un didmetro de
aproximadamente 10 um o menos con aproximadamente el 90% de la masa estando en particulas que tienen un
diametro menor que 5 pm. De forma alternativa, aproximadamente el 95% de la masa tendra particulas con un
diametro de menos de 10 um con aproximadamente el 80% de la masa de las particulas que tienen un diametro de
menos de 5 pm.

Los polvos secos con base farmacéutica dispersables que incluyen el preparado de ARNi pueden combinarse
opcionalmente con vehiculos o excipientes farmacéuticos que son adecuados para la administracién respiratoria y
pulmonar. Dichos vehiculos pueden servir sencillamente como agentes volumétricos cuando se desea reducir la
concentracién de ARNi en el polvo que se esta distribuyendo a un paciente, pero pueden servir ademas para
mejorar la estabilidad de las composiciones de ARNi y para mejorar la capacidad de dispersién del polvo en un
dispositivo de dispersién de polvo para proporcionar una distribucion méas eficiente y reproducible del ARNi y para
mejorar las caracteristicas de manejo del ARNi tales como capacidad de flujo y consistencia para facilitar la
fabricacion y relleno de polvo.

Dichos materiales de transporte pueden combinarse con el farmaco antes del secado por pulverizacién, es decir,
afnadiendo el material de transporte a la disoluciéon a granel purificada. De esta forma, las particulas de transporte se
formaran de forma simultanea con las particulas de farmaco para producir un polvo homogéneo. De forma
alternativa, los vehiculos pueden prepararse de forma separada en una forma de polvo seco y combinarse con el
farmaco en polvo seco mediante mezcla. Los vehiculos en polvo seran normalmente cristalinos (para evitar la
absorcion de agua), pero en algunos casos podrian ser amorfos o mezclas de compuestos cristalinos y amorfos. El
tamano de las particulas de transporte puede seleccionarse para mejorar la capacidad de flujo del polvo de farmaco,
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estando tipicamente en el intervalo de 25 pm a 100 um. Un material de transporte preferido es lactosa cristalina que
tiene un tamafo en el intervalo indicado anteriormente.

Los polvos preparados mediante cualquiera de los métodos anteriores se recogeran del secador por pulverizacion
de una manera convencional para el uso posterior. Para el uso como compuestos farmacéuticos y otros propésitos,
sera deseable frecuentemente alterar cualquier aglomerado que puede haberse formado por cribado u otras técnicas
convencionales. Para usos farmacéuticos, las formulaciones en polvo secas normalmente se mediran en una dosis
unitaria, y la dosis unitaria se sellard en un envase. Dichos envases son particularmente Utiles para la dispersién en
inhaladores de polvo seco, como se describe en detalle a continuacion. De forma alternativa, los polvos pueden
envasarse en recipientes de multiples dosis.

Los métodos para el secado por pulverizacion farmacos y componentes hidréfobos y de otro tipo se describen en las
Patentes de EE.UU. nums. 5.000.888; 5.026.550; 4.670.419, 4.540.602 y 4.486.435. Bloch y Speison (1983) Pharm.
Acta Helv 58:14-22 ensefa el secado por pulverizacién de hidroclorotiazida y clortalidona (farmacos lipofilicos) y un
adyuvante hidréfilo (pentaeritritol) en disolventes azeotropicos de dioxano-agua y 2-etoxietanol-agua. Un nimero de
Resumenes de solicitud de Patente Japonesa se refieren al secado por pulverizacién de combinaciones de producto
hidrofilo-hidréfobo, que incluyen los documentos JP 806766; JP 7242568; JP 7101884; JP 7101883; JP 71018982;
JP 7101881 y JP 4036233. Otras publicaciones de patente extranjeras pertinentes para el secado por pulverizacion
de combinaciones de producto hidrofilo-hidréfobo incluyen los documentos FR 2594693; DE 2209477 y WO
88/07870.

Liofilizacién

La preparacion de un agente de ARNi, p.gj., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.€j., un precursor,
p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un
agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o un precursor del mismo) puede hacerse
por liofilizacion. La liofilizacién es un proceso de secado por congelaciébn en que el agua sublima desde la
composicion después de congelarse. La ventaja particular asociada con el proceso de liofilizacion es que los
compuestos bioldgicos y los compuestos farmacéuticos que son relativamente inestables en una disoluciéon acuosa
pueden secarse sin temperaturas elevadas (eliminando asi los efectos térmicos adversos), y después almacenarse
en un estado seco donde hay pocos problemas de estabilidad. Con respecto a la actual descripcion dichas técnicas
son particularmente compatibles con la incorporaciéon de acidos nucleicos en microestructuras perforadas sin
comprometer la actividad fisioldégica. Los métodos para proporcionar particulados liofilizados se conocen por los
expertos en la técnica y no requeririan claramente experimentacion indebida para proporcionar microestructuras
compatibles con la dispersion de acuerdo con las ensefianzas en la presente memoria. Por consiguiente, puesto que
los procesos de liofilizacion pueden usarse para proporcionar microestructuras que tienen la porosidad y tamano
deseado, hay conformidad con las ensefianzas en la presente memoria y se contemplan expresamente como que
estan en el alcance la de actual descripcion.

Direccionamiento

Para facilitar la exposicién las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccién se tratan en gran parte con
respecto a ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones, composiciones y
métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y dicha esta dentro de
la presente descripcion.

En algunas realizaciones, un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un
precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que
codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNI bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) tiene
como objetivo una célula particular. Por ejemplo, un liposoma o particula u otra estructura que incluye un ARNi
puede incluir también un resto de direccionamiento que reconoce una molécula especifica en una célula diana. El
resto de direccionamiento puede ser una molécula con una afinidad especifica por una célula diana. Los restos de
direccionamiento pueden incluir anticuerpos dirigidos contra una proteina encontrada en la superficie de una célula
diana, o el ligando o una parte de unién al receptor de un ligando para una molécula encontrada en la superficie de
una célula diana. Por ejemplo, el resto de direccionamiento puede reconocer un antigeno especifico de cancer del
rifidn (p.ej., G250, CA15-3, CA19-9, CEA o HER2/neu) o un antigeno virico, distribuyendo por consiguiente el ARNi
a una célula cancerigena o una célula infectada con un virus. Restos de direccionamiento ejemplares incluyen
anticuerpos (tales como IgM, IgG, IgA, IgD y similares, o una parte funcional de los mismos), ligandos para
receptores de la superficie celular (p.ej., ectodominios de los mismos).

La Tabla 3 proporciona un nimero de antigenos que pueden usarse para dirigir un ARNi a una célula seleccionada,
como cuando se desea el direccionamiento del agente de ARNi a un tejido diferente del rifién.

Tabla 3. Antigenos de direccionamiento

ANTIGENO Tejido tumoral ejemplar
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CEA (antigeno carcinoembrionario) Colon, mama, pulmén

PSA (antigeno especifico de la prostata) Céncer de prostata

CA-125 Cancer de ovario

CA 15-3 Cancer de mama

CA 19-9 Cancer de mama

HER2/neu Cancer de mama

a-feto proteina Cancer de testiculo, cancer hepatico
B-HCG (gonadotropina coriénica humana) Céncer de testiculo, coriocarcinoma
MUC-1 Cancer de mama

Receptor de estr6geno Céancer de mama, cancer de Utero
Receptor de progesterona Cancer de mama, cancer de Utero

EGFr (receptor del factor de crecimiento epidérmico)  Cancer de vejiga

En una realizacion, el resto de direccionamiento se une a un liposoma. Por ejemplo, la Patente de EE.UU. 6.245.427
describe un método para dirigir un liposoma usando una proteina o péptido. En otro ejemplo, un componente lipidico
cationico del liposoma se deriva con un resto de direccionamiento. Por ejemplo, el documento WO 96/37194
describe la conversién de N-glutarildioleoilfosfatidiletanolamina a un éster activado de N-hidroxisuccinimida. El
producto se acopl6 entonces a un péptido RGD.

Genes y enfermedades

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para tratar a un sujeto en riesgo de tener o aquejado
de una proliferacién celular indeseada, p.ej., proliferacion celular maligna o no maligna. Los métodos incluyen:
proporcionar un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNp o ARNi descrito en la presente memoria, p.ej., un ARNi
que tiene una estructura descrita en la presente memoria, donde el ARNi es homélogo a y puede silenciar, p.ej., por
escision, un gen que promueve la proliferacién celular indeseada;

administrar un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNp o ARNi descrito en la presente memoria a un sujeto,
preferiblemente un sujeto humano,

tratando asi al sujeto.

En una realizacién preferida el gen es un factor de crecimiento o gen receptor del factor de crecimiento, una quinasa,
p.ej., un gen de proteina tirosina, serina o treonina quinasa, un gen de proteina adaptadora, un gen que codifica una
molécula de la superfamilia de la proteina G, o un gen que codifica un factor de transcripcion.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen PDGF beta, y por consiguiente puede usarse para
tratar a un sujeto que tiene o estd en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresion de PDGF beta
indeseada, p.ej., canceres de testiculos y pulmén.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen Erb-B, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresion de Erb-B indeseada, p.gj.,
cancer de mama.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen Src, y por consiguiente puede usarse para tratar a un
sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresion de Src indeseada, p.ej., canceres
de colon.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen CRK, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o estad en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresién de CRK indeseada, p.€j.,
canceres de colon y pulmén.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen GRB2, y por consiguiente puede usarse para tratar a

un sujeto que tiene o estan en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresion de GRB2 indeseada, p.€j.,
carcinoma de células escamosas.
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En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen RAS, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresion de RAS indeseada, p.ej.,
canceres de pancreas, colon y pulmoén, y leucemia crénica.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen MEKK, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por expresion de MEKK indeseada, p.ej.,
carcinoma de células escamosas, melanoma o leucemia.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen JNK, y por consiguiente puede usarse para tratar a un
sujeto que tiene o estd en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de JNK indeseada, p.ej.,
canceres de pancreas o mama.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen RAF, y por consiguiente puede usarse para tratar a un
sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de RAF indeseada, p.gj.,
cancer de pulmén o leucemia.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen Erk1/2, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de Erk1/2 indeseada, p.€j.,
cancer de pulmon.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen PCNA(p21), y por consiguiente puede usarse para
tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de PCNA
indeseada, p.ej., cancer de pulmén.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen MYB, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de MYB indeseada, p.€j.,
cancer de colon o leucemia mielégena cronica.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen c-MYC, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién de c-MYC indeseada, p.€j.,
linfoma de Burkitt o neuroblastoma.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen JUN, y por consiguiente puede usarse para tratar a un
sujeto que tiene o estd en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de JUN indeseada, p.gj.,
canceres de ovario, préstata 0 mama.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen FOS, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de FOS indeseada, p.€j.,
canceres de piel o prostata.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen BCL-2, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién de BCL-2 indeseada, p.€j.,
canceres de pulmon o préstata o linfoma no de Hodgkin.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen Ciclina D, y por consiguiente puede usarse para tratar
a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de Ciclina D indeseada,
p.ej., canceres de eséfago y colon.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen VEGF, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de VEGF indeseada, p.€j.,
canceres de esofago y colon.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen EGFR, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de EGFR indeseada, p.€j.,
cancer de mama.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen Ciclina A, y por consiguiente puede usarse para tratar
a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién de Ciclina A indeseada,
p.ej., canceres de pulmén y cuello de Utero.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen Ciclina E, y por consiguiente puede usarse para tratar
a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién de Ciclina E indeseada,
p.ej., canceres de pulmoén y mama.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen WNT-1, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esté en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de WNT-1 indeseada, p.€j.,
carcinoma de células basales.
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En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen beta-catenina, y por consiguiente puede usarse para
tratar a un sujeto que tiene o esté en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién de beta-catenina
indeseada, p.ej., adenocarcinoma o carcinoma hepatocelular.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen c-MET, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién de c-MET indeseada, p.€j.,
carcinoma hepatocelular.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen PKC, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esté en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de PKC indeseada, p.€j.,
cancer de mama.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen NFKB, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de NFKB indeseada, p.€j.,
cancer de mama.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen STATS, y por consiguiente puede usarse para tratar a
un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de STAT3 indeseada, p.€j.,
cancer de prostata.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen survivina, y por consiguiente puede usarse para tratar
a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de survivina indeseada,
p.ej., canceres de cuello de Utero o pancreas.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen Her2/Neu, y por consiguiente puede usarse para
tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de Her2/Neu
indeseada, p.€j., cancer de mama.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen topoisomerasa I, y por consiguiente puede usarse
para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de
topoisomerasa | indeseada, p.ej., canceres de ovarios y colon.

En una realizaciéon preferida el agente de ARNi silencia el gen topoisomerasa Il alfa, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de
topoisomerasa Il indeseada, p.ej., canceres de mama y colon.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen p73, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizados por la expresion de p73
indeseada, p.ej., adenocarcinoma colorrectal.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen p21(WAF1/CIP1), y por
consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por
la expresion de p21(WAF1/CIP1) indeseada, p.ej., cancer de higado.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen p27(KIP1), y por consiguiente
puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion
de p27(KIP1) indeseada, p.ej., cancer de higado.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen PPM1D, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de
PPM1D indeseada, p.ej., cancer de mama.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen RAS, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de RAS
indeseada, p.ej., cancer de mama.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen caveolina |, y por consiguiente
puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion
de caveolina | indeseada, p.ej., carcinoma de células escamosas esofagico.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen MIB |, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresiéon de MIB
i indeseada, p.egj., carcinoma de mama masculina (MBC).

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen MTAI, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de
MTAIl indeseada, p.ej., carcinoma de ovario.
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En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen M68, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esté en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion de M68
indeseada, p.ej., adenocarcinomas humanos del es6fago, estdmago, colon y recto.

En realizaciones preferidas el agente de ARNi silencia las mutaciones en los genes supresores tumorales, y por
consiguiente puede usarse para promover la actividad apoptotica en combinacion con compuestos
quimioterapéuticos.

En una realizaciéon preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen supresor tumoral p53, y por
consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por
la expresion de p53 indeseada, p.ej., canceres de vesicula biliar, pancreas y pulmén.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el miembro de la familia p53 DN-p63, y
por consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado
por la expresién de DN-p63 indeseada, p.€j., carcinoma de células escamosas.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen supresor tumoral pRb, y por
consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por
la expresion de pRb indeseada, p.gj., carcinoma de células escamosas orales.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen supresor tumoral APC1, y por
consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por
la expresion de APC1 indeseada, p.ej., cancer de colon.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen supresor tumoral BRCA1, y por
consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por
la expresion de BRCA1 indeseada, p.ej., cancer de mama.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia las mutaciones en el gen supresor tumoral PTEN, y por
consiguiente puede usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por
la expresion de PTEN indeseada, p.ej., hamartomas, gliomas y canceres de préstata y endometrio.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia los genes de fusién MLL, p.ej., MLL-AF9, y por consiguiente
pueden usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresion
del gen de fusion MLL indeseada, p.ej., leucemias agudas.

En otra realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen de fusion BCR/ABL, y por consiguiente puede usarse
para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién del gen de
fusion BCR/ABL indeseada, p.€j., leucemias crénicas y agudas.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen de fusién TEL/AML1, y por consiguiente puede usarse
para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién del gen de
fusién TEL/AML1 indeseada, p.ej., leucemia agua infantil.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen de fusion EWS/FLI1, y por consiguiente puede usarse
para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién del gen de
fusion EWS/FLI1 indeseado, p.ej., sarcoma de Ewing.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen de fusion TLS/FUST1, y por consiguiente puede usarse
para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién del gen de
fusién TLS/FUS1 indeseado, p.€j., liposarcoma mixoide.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen de fusién PAX3/FKHR, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién del gen
de fusion PAX3/FKHR indeseado, p.ej., liposarcoma mixoide.

En otra realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen de fusion AML1/ETO, y por consiguiente puede
usarse para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la expresién del gen
de fusiéon AML1/ETO indeseado, p.€j., leucemia aguda.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método para tratar a un sujeto, p.ej., un humano, en riesgo
de tener o estar aquejado de una enfermedad o trastorno que puede beneficiar la inhibicion de la angiogénesis, p.ej.,
cancer. El método incluye:

Proporcionar un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi que tiene una estructura descrita en la presente memoria,
cuyo agente de ARNi es homdlogo a y puede silenciar, p.ej., por escisién, un gen que media la angiogénesis;

Administrar el agente de ARNi a un sujeto,
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Tratando por tanto al sujeto.

En una realizacion preferida el agente de ARNi silencia el gen alfa v-integrina, y por consiguiente puede usarse para
tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la alfa V integrina, p.€j., tumores
cerebrales o tumores de origen epitelial.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen receptor de Flt-1, y por consiguiente puede usarse
para tratar a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por los receptores de Filt-1
indeseados, p.ej., cancer y artritis reumatica.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen tubulina, y por consiguiente puede usarse para tratar
a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la tubulina indeseada, p.ej., cancer y
neovascularizacion retiniana.

En una realizacién preferida el agente de ARNi silencia el gen tubulina, y por consiguiente puede usarse para tratar
a un sujeto que tiene o esta en riesgo de tener un trastorno caracterizado por la tubulina indeseada, p.ej., cancer y
neovascularizacién retiniana.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método para tratar a un sujeto infectado con un virus o en
riesgo de o aguejado con un trastorno o enfermedad asociada con una infeccién virica. El método incluye:

Proporcionar un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi que tiene una estructura descrita en la presente memoria,
cuyo agente de ARNi es homoélogo a y puede silenciar, p.ej., por escisidn, un gen virico de un gen celular que media
la funcién virica, p.ej., entrada o crecimiento;

Administrar el agente de ARNi a un sujeto, preferiblemente un sujeto humano,
Tratando por tanto al sujeto.

Por consiguiente, se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus de
papiloma humano (VPH) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por VPH, p.ej., cancer de cuello de
Utero. El VPH esta ligado al 95% de los carcinomas del cuello de Utero y por consiguiente una terapia antiviral es un
método atractivo de tratar estos canceres y otros sintomas de infeccion virica.

En una realizacion preferida, la expresiéon de un gen de VPH se reduce. En otra realizacion preferida, el gen de VPH
se uno del grupo de E2, E6 0 E7.

En una realizacién preferida la expresidn de un gen humano que se necesita para la replicacion del VPH se reduce.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por VIH, p.ej., Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

En una realizacion preferida, la expresién de un gen VIH se reduce. En otra realizacién preferida, el gen VIH es
CCR5, Gag o Rev.

En una realizacién preferida la expresiéon de un gen humano que se necesita para la replicaciéon del VIH se reduce.
En otra realizacion preferida, el gen es CD4 o Tsg101.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus de la hepatitis B
(VHB) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por VHB, p.ej., cinhosis y carcinoma heptocelular.

En una realizacion preferida, la expresion del VHB se reduce. En otra realizacién preferida, el gen VHB que es
objetivo codifica uno del grupo de la region de la cola de la proteina central de VHB, la region pre-cregious (pre-c), o
la region cregious (c). En otra realizacion preferida, una secuencia de VHB-ARN que es objetivo estd comprendida
por la cola poli(A).

En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del VHB se reduce.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus de la hepatitis A
(VHA), o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por el VHA.

En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de VHA se reduce.

Se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus de la hepatitis C (VHC),
0 en riesgo o0 aquejados de un trastorno mediado por VHC, p.gj., cirrosis.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de VHC se reduce.

En otra realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacién de VHC se reduce.
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También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por cualquiera del grupo de
cepas viricas de la hepatitis que comprenden la hepatitis D, E, F, G o H, o pacientes en riesgo de o aquejados con
un trastorno mediado por cualquiera de estas cepas de hepatitis.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de hepatitis D, E, F, G o H se reduce.

En otra realizacién preferida la expresiéon de un gen humano que se necesita para la replicacion de hepatitis D, E, F,
G o H se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria para tratar pacientes infectados por el virus sincitial respiratorio
(VSR) o en riesgo de o aquejados con un trastorno mediado por VSR, p.ej., infeccion del tracto respiratorio inferior
en bebés y asma infantil, neumonia y otras complicaciones, p.€j., en los mayores.

En una realizacion preferida, la expresion de un gen VSR se reduce. En otra realizacion preferida, el gen de VHB
que es objetivo codifica uno del grupo de genes N, L o P.

En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de VSR se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria se proporcionan para tratar pacientes infectados por el Virus del
herpes simple (VHS) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por VHS, p.ej., herpes genital y herpes
labial ademas de enfermedad que amenaza la vida o déficit visual principalmente en pacientes
inmunocomprometidos.

En una realizacion preferida, la expresion de un gen de VHS se reduce, en otra realizacion preferida, el gen de VHS
que es objetivo codifica la ADN polimerasa o la helicasa-primasa.

En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de VHS se reduce.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el herpes
Citomegalovirus (CMV) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por CMV, p.ej., infecciones viricas
congénitas y morbidez en pacientes inmunocomprometidos.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen CMV se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de CMV se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan un método para tratar pacientes infectados por
el herpes virus de Epstein Ban (VEB) o en riesgo de 0 aquejado con un trastorno mediado por VEB, p.ej., linfoma de
células NK/T, linfoma no de Hodgkin y enfermedad de Hodgkin.

En una realizacién preferida, la expresién del gen VEB se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de VEB se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria proporcionados para tratar pacientes infectados por el virus de
herpes asociado con sarcoma de Kaposi (VHSK), también denominado herpesvirus 8, o pacientes que estan en
riesgo de o aquejados por un trastorno mediado por VHSK, p.ej., sarcoma de Kaposi, enfermedad de Castleman
multicéntrica y linfoma de efusion primaria asociado con SIDA.

En una realizacién, la expresiéon de un gen VHSK se reduce.
En una realizacién preferida la expresidén de un gen humano que se necesita para la replicacion de VHSK se reduce.

También se describe en al presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus JC (VJC) o una
enfermedad o trastorno asociado con este virus, p.ej., leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP).

En una realizacién preferida, la expresion de un gen VJC se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de VJC se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria proporcionan también para el tratamiento de pacientes infectados por
el mixovirus o en riesgo de o aquejados con un trastorno mediado por mixovirus, p.ej., gripe.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen mixovirus se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion del mixovirus se
reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan para el tratamiento de pacientes infectados por
rinovirus o en riesgo o agquejados con un trastorno mediado por el rinovirus, p.€j., el resfriado comun.
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En una realizacién preferida, la expresién de un gen rinovirus se reduce.

En una realizacién preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion del rinovirus se
reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por el
coronavirus o en riesgo de o aquejados de un trastorno mediado por coronavirus, p.€j., el resfriado coman.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de coronavirus se reduce.

En la realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacién del coronavirus se
reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por el
flavavirus del Nilo occidental o en riesgo de o aquejados de un trastorno mediado por el virus del Nilo occidental.

En una realizacion preferida, la expresion de un gen del virus del Nilo occidental se reduce. En otra realizacion
preferida, el gen del virus del Nilo occidental es uno del grupo que comprende E, NS3 o NS5.

En una realizacién preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacién del virus del Nilo
occidental se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por el
flavovirus de encefalitis de San Luis, 0 en riesgo o aquejados de una enfermedad o trastorno asociado con este
virus, p.€j., fiebre hemorragica virica o enfermedad neurolégica.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de encefalitis de San Luis se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion del virus de la
encefalitis de San Luis se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por el
flavovirus de la encefalitis de Tick-borne, o en riesgo de o aquejados con un trastorno mediado por el virus de la
encefalitis de Tick-borne, p.gj., fiebre hemorragica virica y enfermedad neurologica.

En una realizacién preferida, la expresion de un gen de virus de encefalitis de Tick-borne se reduce.

En una realizacion preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacién del virus de
encefalitis de Tick-borne se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por el
flavovirus de la encefalitis del Valle de Murray, que normalmente da por resultado fiebre hemorragica virica y
enfermedad neurolégica.

En una realizacion preferida, la expresién de un gen del virus de encefalitis del valle de Murray se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicaciéon del virus de la
encefalitis del valle de Murray se reduce.

También se describe en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por el flavivirus del dengue, o
una enfermedad o trastorno asociado con este virus, p.ej., la fiebre hemorragica del dengue.

En una realizacién preferida, la expresion de un gen del virus del dengue se reduce.

En una realizacion preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del virus del dengue
se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria proporcionan también tratamiento a pacientes infectados por el virus
del simio 40 (SV40) o en riesgo o aquejados con un trastorno mediado por el SV40, p.ej., tumorigénesis.

En una realizacién preferida, la expresion de un gen de SV40 se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de SV40 se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por el virus linfotrépico
humano de células T (HTLV), o una enfermedad o trastorno asociado con este virus, p.ej., leucemia y mielopatia.

En una realizacion preferida, la expresion de un gen HTLV se reduce. En otra realizacion preferida el gen HTLV1 es
el activador transcripcional Tax.
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En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del HTLV se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por el virus
de la leucemia murina de Moloney (Mo-MuLV) o en riesgo 0 aquejado con un trastorno mediado por Mo-MuLV, p.gj.,
leucemia de células T.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen Mo-MuLV se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion de Mo-MuLV se
reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria proporcionan también tratamiento a pacientes infectados por el virus
de encefalomiocarditis (EMCV) o un riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por EMCV, p.ej., miocarditis.
EMCYV lleva a la miocarditis en ratones y cerdos y es capaz de infectar las células del miocardio humano. Este virus
se por lo tanto una preocupacién para pacientes que se someten a xenotrasplante.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen EMCV se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de EMCV se reduce.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus del sarampién
(VS) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por VS, p.ej., sarampién.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de VS se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del VS se reduce.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por el virus de la varicela
zoster (VVZ) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por VVZ, p.ej., varicela o herpes (también llamado
zoster).

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de VVZ se reduce.
En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de VVZ se reduce.

También se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por un adenovirus o en
riesgo o aquejado con un trastorno mediado por un adenovirus, p.ej., infeccién del tracto respiratorio.

En una realizacién preferida, la expresion de un gen de adenovirus se reduce.

En una realizacion preferida la expresiéon de un gen humano que se necesita para la replicacion de adenovirus se
reduce.

Se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por un virus de la fiebre amarilla
(VFA) o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por un VFA, p.gj., infeccion del tracto respiratorio.

En una realizacion preferida, la expresién de un gen de VFA se reduce. En otra realizacién preferida, el gen
preferido es uno de un grupo que incluye los genes E, NS2A o NS3.

En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del VFA se reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria proporcionan también tratamiento a pacientes infectados por el
poliovirus o en riesgo de o aquejados con un trastorno mediado por poliovirus, p.ej., polio.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de poliovirus se reduce.

En una realizacion preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del poliovirus se
reduce.

Los métodos descritos en la presente memoria también proporcionan tratamiento a pacientes infectados por un virus
de viruela o en riesgo de o aquejado con un trastorno mediado por un virus de viruela, p.ej., viruela.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de virus de viruela se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion del virus de la
viruela se reduce.

En otro aspecto, se describen en la presente memoria métodos para tratar a un sujeto infectado con un patoégeno,
p.ej., un patdégeno bacteriano, amebiano, parasitario o fungico. El método incluye:
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Proporcionar un agente de ARNi, p.ej., un ARNip que tiene la estructura descrita en la presente memoria, donde el
ARNip es homélogo a y puede silenciar, p.ej., por escisién de un gen patégeno;

Administrar el agente de ARNi a un sujeto, preferiblemente un sujeto humano,
Tratando asi al sujeto.

El gen diana puede ser uno implicado en el crecimiento, sintesis de la pared celular, sintesis de proteinas,
transcripcion, metabolismo de la energia, p.gj., el ciclo de Krebs, o la produccién de toxinas.

Por consiguiente, se describe en la presente memoria un método para tratar pacientes infectados por un plasmodio
que provoca malaria.

En una realizacion preferida, la expresion de un gen plasmodio se reduce. En otra realizacion preferida, el gen es
antigeno de la membrana apical 1 (AMA1).

En una realizacién preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del plasmodio se
reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por la Mycobacterium
ulcerans, o una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., Ulceras de Buruli.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de Mycobacterium ulcerans se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion de Mycobacterium
ulcerans se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por el Mycobacterium
tuberculosis, o una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., tuberculosis.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de Mycobacterium tuberculosis se reduce.

En una realizacién preferida, la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacién de Mycobacterium
tuberculosis se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por el Mycobacterium
leprae, o una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., lepra.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de Mycobacterium leprae se reduce.

En una realizacién preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion del Mycobacterium
leprae se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por la bacteria
Staphylococcus aureus, o una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., infecciones de la piel y
membranas mucosas.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de Staphylococcus aureus se reduce.

En una realizacién preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion de Staphylococcus
aureus se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por la bacteria
Streptococcus pneumoniae, 0 una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., neumonia o infeccion
del tracto respiratorio inferior en la infancia.

En una realizacién preferida, la expresién de un gen de Streptococcus pneumoniae se reduce.

En una realizacion preferida la expresiéon de un gen humano que se necesita para la replicacion de Streptococcus
pneumoniae se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por la bacteria
Streptococcus pyogenes, o una enfermedad o trastorno asociado con este patdgeno, p.ej., amigdalitis por
estreptococos o escarlatina.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de Streptococcus pyogenes se reduce.

En una realizacion preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion del Streptococcus
pyogenes se reduce.
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También se describen en la presente memoria métodos para tratar paciente infectados por la bacteria Chlamydia
pneumoniae, 0 una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., heumonia o infeccién del tracto
respiratorio inferior infantil.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de Chlamydia pneumoniae se reduce.

En una realizacion preferida la expresion de un gen humano que se necesita para la replicacion de Chlamydia
pneumoniae se reduce.

También se describen en la presente memoria métodos para tratar pacientes infectados por la bacteria Mycoplasma
pneumoniae, 0 una enfermedad o trastorno asociado con este patégeno, p.ej., nheumonia o infeccién del tracto
respiratorio inferior infantil.

En una realizacién preferida, la expresiéon de un gen de Mycoplasma pneumoniae se reduce.

En una realizacion preferida la expresién de un gen humano que se necesita para la replicacion de Mycoplasma
pneumoniae se reduce.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para tratar a un sujeto, p.ej., un humano, en riesgo
de o aquejado con una enfermedad o trastorno caracterizado por una respuesta inmune indeseada, p.ej., una
enfermedad o trastorno inflamatorio, o una enfermedad o trastorno autoinmune. El método incluye: proporcionar un
agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi que tiene una estructura descrita en la presente memoria, cuyo agente de
ARNi es homologo a y puede silenciar, p.ej., por escision, un gen que media una respuesta inmune indeseada;

Administrar el agente de ARNi a un sujeto,
Tratando por consiguiente al sujeto.

En una realizacion preferida la enfermedad o trastorno es una lesion por isquemia o reperfusion, p.ej., lesion por
isquemia o reperfusion asociada con infarto agudo de miocardio, angina inestable, bypass cardiopulmonar,
intervencion quirdrgica, p.ej., angioplastia, p.ej., angioplastia coronaria transluminal percutanea, la respuesta a un
6rgano o tejido trasplantado, p.ej., tejido cardiaco o vascular trasplantado; o trombosis.

En una realizacion preferida la enfermedad o trastorno es restenosis, p.ej., restenosis asociada con intervencion
quirdrgica, p.ej., angioplasia, p.ej., angioplasia coronaria transluminal percutanea.

En una realizacién preferida la enfermedad o trastorno es Enfermedad intestinal inflamatoria, p.ej., enfermedad de
Crohn o colitis ulcerosa.

En una realizacién preferida la enfermedad o trastorno es la inflamacién asociada con una infeccion o lesion.

En una realizacion preferida la enfermedad o trastorno se asma, lupus, esclerosis mdltiple, diabetes, p.ej., diabetes
tipo Il, artritis, p.ej., reumatoide o soriatica.

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia una integrina o co-ligando de la misma, p.€j.,
VLA4, VACM, ICAM.

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia una selectina o co-ligando de la misma, p.ej.,
P-selectina, E-selectina (ELAM), I-selectina, P-selectina glucoproteina-1 (PSGL-1).

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia un componente del sistema complementario,
p.ej., C3, C5, C3aR, C5aR, C3 convertasa, C5 convertasa.

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia una quimioquina o receptor de la misma,
p.ej., TNFI, TNFJ, IL-Il, IL-1 J, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-4R, IL-5, IL-6, IL-8, TNFRI, TNFRII, IgE, SCYA11, CCRS3.

En otras realizaciones el agente de ARNi silencia GCSF, Gro1, Gro2, Gro3, PF4, MIG, Proteina basica pro-plaqueta
(PPBP), MIP-11, MIP-1J, RANTES, MCP-1, MCP-2, MCP-3, CMBKR1, CMBKR2, CMBKR3, CMBKRS5, AIF-1, I-309.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para tratar a un sujeto, p.ej., un humano, en riesgo
de o aquejado con dolor agudo o dolor crénico. El método incluye:

Proporcionar un agente de ARNi, cuyo ARNi es homologo a y puede silenciar, p.gj., por escision, un gen que media
el proceso del dolor;

Administrar el ARNi a un sujeto,
Tratando asi al sujeto.

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia un componente de un canal de iones.
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En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia un receptor o ligando de neurotransmisor.

En un aspecto, la invencion caracteriza un método para tratar a un sujeto, p.ej., un humano, en riesgo de 0 aquejado
por una enfermedad o trastorno neurolégico. El método incluye:

Proporcionar un agente de ARNi cuyo ARNi es homdlogo a y puede silenciar, p.€j., por escision, un gen que media
una enfermedad o trastorno neurolégico;

Administrar el agente de ARNi a un sujeto,
Tratando asi al sujeto.
En una realizacién preferida la enfermedad o trastorno es enfermedad de Alzheimer o enfermedad de Parkinson.

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia un gen de la familia amiloide, p.ej., APP; un
gen de presenilina, p.ej., PSEN1 y PSEN2, o I-sinucleina.

En una realizacién preferida la enfermedad o trastorno es un ftrastorno de repeticion del trinucleétido
neurodegenerativo, p.ej., enfermedad de Huntington, atrofia dentatorubro palidoluisiana o wuna ataxia
espinocerebelar, SCA1, SCA2, SCAS3 (enfermedad de Machado-Joseph), SCA7 o SCAS.

En realizaciones particularmente preferidas el agente de ARNi silencia HD, DRPLA, SCA1, SCA2, MJD1,
CACNL1A4, SCA7, SCAS.

La pérdida de heterocigosidad (LOH) puede dar por resultado la hemicigosidad para la secuencia, p.ej., genes, en el
area de LOH. Esto puede dar por resultado una significativa diferencia genética entre las células normales y en
estado enfermo, p.ej., células cancerigenas, y proporciona una diferencia util entre las células normales y en estado
enfermo, p.ej., células cancerigenas. Esta diferencia puede surgir porque un gen u otra secuencia es heterocigosa
en células euploides pero es hemicigosa en células que tienen LOH. Las regiones de LOH incluiran normalmente un
gen, cuya pérdida promueve la proliferacion indeseada, p.ej., un gen supresor tumoral, y otras secuencias que
incluyen, p.ej., otros genes, en algunos casos un gen que es esencial para la funcién normal, p.ej., crecimiento. Los
métodos descritos en la presente memoria, dependen, en parte, de la escisién especifica o silenciamiento de un
alelo de un gen esencial con un agente de ARNi descrito en la presente memoria. El agente de ARNi se selecciona
de manera que tenga como objetivo el alelo simple del gen esencial encontrado en las células que tienen LOH, pero
no silencian el otro alelo, que esta presente en células que no muestran LOH. En esencia, discrimina entre los dos
alelos, silenciando preferentemente el alelo seleccionado. En esencia los polimorfismos, p.ej., SNPs de genes
esenciales que estan afectados por LOH, se usan como una diana para un trastorno caracterizado por células que
tienen LOH, p.ej., células cancerigenas que tienen LOH.

P.ej., un experto en la técnica puede identificar genes esenciales que estan en la proximidad de genes supresores
tumorales, y que estan en una regién LOH que incluye el gen supresor tumoral. El gen que codifica la subunidad
grande de la ARN polimerasa |l humana POLR2A, un gen localizado muy cerca del gen supresor tumoral p53, es
dicho gen. Se da frecuentemente en una regién de LOH en células cancerigenas. Otros genes que se dan en las
regiones LOH y se pierden en muchos tipos de células cancerigenas incluyen el grupo que comprende la subunidad
de 70 kDa de la proteina de replicacion A, proteina de replicacion A de 32 kD, ribonucle6tido reductasa, timidilato
sintasa, factor 2H asociado a TATA, proteina ribosdmica Sl 4, factor de iniciacién eucaridtico 5 A, alanil ARNt
sintetasa, cisteinil ARNt sintetasa, NaK ATPasa, subunidad alfa-1, y receptor de transferrina.

Por consiguiente, se describe en la presente memoria un método para tratar un trastorno caracterizado por LOH,
p.ej., cancer. El método incluye:

Opcionalmente, determinar el genotipo del alelo de un gen en la region de LOH y preferiblemente determinar el
genotipo de ambos alelos del gen en una célula normal;

Proporcionar un agente de ARNi que preferentemente escinde o silencia el alelo encontrado en las células LOH;
Administrar el ARNi al sujeto,
Tratando asi el trastorno.

También se describe en la presente memoria un agente de ARNi descrito en la presente memoria, p.ej., un agente
de ARNi que puede silenciar preferentemente, p.gj., escindir, un alelo de un gen polimorfico.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método de escision o silenciamiento de mas de un gen con
un agente de ARNi. En estas realizaciones el agente de ARNi se selecciona de manera que tiene suficiente
homologia con wuna secuencia encontrada en mas de un gen. Por ejemplo, la secuencia
AAGCTGGCCCTGGACATGGAGAT (SEQ ID NO:28) se conserva entre lamina B1 de ratén, lamina B2, complejo de
queratina 2 del gen 1 y lamina A/C. Por consiguiente el agente de ARNi que tiene como objetivo esta secuencia
silenciaria de forma efectiva la coleccién completa de genes.
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También se describe en la presente memoria un agente de ARNi descrito en la presente memoria, que puede
silenciar mas de un gen.

Ruta de distribucién

Para facilitar la exposicién las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccién se tratan en gran parte con
respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y
dicha practica esta dentro de la presente descripcion. Una composicion que incluye un ARNi puede distribuirse a un
sujeto mediante una variedad de rutas. Las rutas ejemplares incluyen: intravenosa, tépica, rectal, anal, vaginal,
nasal, pulmonar, ocular.

Las moléculas de ARNi descritas en la presente memoria pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas
adecuadas para la administracion. Dichas composiciones incluyen tipicamente una o mas especies de ARNi y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la presente memoria el lenguaje “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” pretende incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y que retrasan la absorcién, y similares,
compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de dichos medios y agentes para las sustancias
farmacéuticamente activas se conoce bien en la técnica. Salvo en la medida en que cualquier medio o agente
convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso de los mismos en la composicién.
También pueden incorporarse compuestos activos suplementarios en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden administrarse en un niumero de formas
que dependen de si se desea tratamiento local o sistémico y del area a tratar. La administracion puede ser tépica
(que incluye oftalmica, vaginal, rectal, intranasal, transdérmica), oral o parenteral. La administracién parenteral
incluye goteo intravenoso, inyeccion subcutanea, intraperitoneal o intramuscular, o administraciéon intratecal o
intraventricular.

La ruta y el sitio de administracion puede elegirse para mejorar el direccionamiento. Por ejemplo, para fijar como
objetivo células musculares, la inyeccion intramuscular en los muasculos de interés seria una eleccion logica. Las
células pulmonares se fijarian como objetivo administrando el ARNi en forma de aerosol. Las células endoteliales
vasculares podrian fijarse como objetivo recubriendo un catéter de balén con el ARNi e introduciendo
mecanicamente el ADN.

La formulaciones para administracién topica pueden incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas,
geles, gotas, supositorios, pulverizaciones, liquidos y polvos. Lo vehiculos farmacéuticos convencionales, bases
acuosas, en polvo u oleosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o0 deseables. Los condones, guantes y
similares recubiertos pueden también ser Utiles.

Las composiciones para la administracion oral incluyen polvos o granulos, suspensiones o disoluciones en agua,
jarabes, elixires 0 medios no acuosos, comprimidos, capsulas, pastillas para chupar o tabletas. En el caso de
comprimidos, los vehiculos que pueden usarse incluyen lactosa, citrato sodico y sales de acido fosférico. Varios
disgregantes tales como almidén, y agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, laurilsulfato sodico y
talco, se usan normalmente en comprimidos. Para la administracién oral en forma de capsulas, son diluyentes Utiles
la lactosa y polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se necesitan suspensiones acuosas para uso oral,
pueden combinarse composiciones de acido nucleico con agentes emulgentes y de suspension. Si se desea,
pueden anadirse ciertos agentes edulcorantes y/o aromatizantes.

Las composiciones para la administracion intratecal o intraventricular pueden incluir disoluciones acuosas estériles
que pueden contener también tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados.

Las formulaciones para la administracion parenteral pueden incluir disoluciones acuosas estériles que pueden
contener también tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados. La inyeccion intraventricular puede facilitarse por
un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un deposito. Para el uso intravenoso, la concentracién total de
solutos deberia controlarse para dar el preparado isoténico.

Para la administraciéon ocular, pueden distribuirse pomadas o liquidos para gotas mediante sistemas de distribucion
ocular conocidos en la técnica tal como aplicadores o cuentagotas oculares. Dichas composiciones pueden incluir
mucomiméticos tales como &cido hialurdnico, sulfato de condroitina, hidroxipropilmetilcelulosa o poli(alcohol de
vinilo), conservantes tales como acido sérbico, EDTA o cloruro de bencilcronio, y las cantidades normales de
diluyentes y/o vehiculos.

Distribucién tdpica

Para facilitar la exposicién las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccién se tratan en gran parte con
respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y
dicha practica esta en la presente descripcién. En una realizacion preferida, un agente de ARNi, p.ej., un agente de
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ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede
procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario,
o agente de ARNp, o precursor del mismo) se distribuye a un sujeto por medio de administracion tépica.
“Administracion topica” se refiere a la distribucion a un sujeto poniendo en contacto la formulacién directamente con
una superficie del sujeto. La forma mas comun de distribucion tdpica es a la piel, pero una composicion descrita en
la presente memoria pueden también aplicarse de forma directa a otras superficies del cuerpo, p.ej., al ojo, una
membrana mucosa, a superficies de una cavidad corporal o a una superficie interna. Como se menciona
anteriormente, la distribucion tépica mas comun es a la piel. El término abarca varias rutas de administracién que
incluyen, aunque no estan limitadas a, topica y transdérmica. Estos modos de administracién incluyen tipicamente la
penetracion de la barrera de permeabilidad de la piel y la distribucién eficiente al tejido o estrato diana. La
administracion tépica puede usarse como un medio para penetrar la epidermis y la dermis y en dltima instancia
conseguir la distribucion sistémica de la composicién. La administraciéon tdpica puede usarse también como un
medio para distribuir de forma selectiva oligonucleétidos a la epidermis o dermis de un sujeto, o a estratos
especificos de los mismos, o0 a un tejido subyacente.

El término “piel”, como se usa en la presente memoria, se refiere a la epidermis y/o dermis de un animal. La piel de
mamifero consiste en dos capas principales, distintas. La capa externa de la piel se llama epidermis. La epidermis
esta comprendida por el estrato corneo, el estrato granuloso, el estrato espinoso y el estrato basal, estando el
estrato cérneo en la superficie de la piel y siendo el estrato basal la parte mas profunda de la epidermis. La
epidermis es de entre 50 um y 0,2 mm de espesor, dependiendo de su localizacién en el cuerpo.

Debajo de la epidermis esta la dermis, que es significativamente mas gruesa que la epidermis. La dermis esta
compuesta principalmente por colageno en forma de haces de fibras. Los haces de colageno proporcionan suporte
para, entre otros, vasos sanguineos, capilares linfaticos, glandulas, terminaciones nerviosas y células
inmunologicamente activas.

Una de las funciones principales de la piel como un érgano es regular la entrada de sustancias al cuerpo. La
principal barrera de permeabilidad de la piel esta proporcionada por el estrato corneo, que estéa formado por muchas
capas de células en varios estados de diferenciacion. Los espacios entre células en el estrato cérneo estan rellenos
con diferentes lipidos dispuestos en formaciones tipo red que proporcionan sellos para mejorar adicionalmente la
barrera de permeabilidad de la piel.

La barrera de permeabilidad proporcionada por la piel es tal que es esencialmente impermeable a moléculas que
tienen un peso molecular mayor que aproximadamente 750 Da. Para que moléculas mayores crucen la barrera de
permeabilidad de la piel, deben usarse mecanismos distintos de la ésmosis normal.

Varios factores determinan la permeabilidad de la piel para agentes administrados. Estos factores incluyen las
caracteristicas de la piel tratada, las caracteristicas del agente de distribucion, interacciones tanto entre el farmaco y
el agente de distribucion como del farmaco y la piel, la dosis del farmaco aplicado, la forma de tratamiento, y el
régimen posterior al tratamiento. Para fijar como objetivo de forma selectiva la epidermis y la dermis, a veces es
posible formular una composicién que comprende uno o mas potenciadores de la penetracion que permitiran la
penetracion del farmaco a un estrato preseleccionado.

La distribucién transdérmica es una ruta valiosa para la administracion de compuestos terapéuticos solubles en
lipidos. La dermis es mas permeable que la epidermis y por lo tanto la absorcién es mucho mas rapida a través de la
piel raspada, quemada o denudada. La inflamacion y otras afecciones fisiol6gicas que aumentan el flujo sanguineo a
la piel también aumentan la adsorcién transdérmica. La absorcidon por medio de esta ruta puede potenciarse
mediante el uso de un vehiculo oleoso (untura) o a través del uso de uno o méas potenciadores de la penetracion.
Otras formas efectivas de distribuir una composicion descrita en la presente memoria por medio de la ruta
transdérmica incluyen hidratacion de la piel y el uso de parches topicos de liberacién controlada. La ruta
transdérmica proporciona unos medios potencialmente efectivos para distribuir una composicion descrita en la
presente memoria para la terapia sistémica y/o local.

Ademas, la iontoforesis (transferencia de solutos i6nicos a través de membranas biol6gicas bajo la influencia de un
campo eléctrico) (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 163), fonoforesis y
sonoforesis (uso de ultrasonidos para potenciar la absorcion de diversos agentes terapéuticos a través de
membranas bioldgicas, de forma notable la piel y la cérnea) (Lee et al, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, 1991, pag. 166), y optimizaciéon de caracteristicas de vehiculo respecto a la posicidn y retencién de dosis
en el sitio de administracion (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag. 168)
pueden ser métodos Utiles para potenciar el transporte de composiciones aplicadas de forma tépica a través de
sitios de la piel y la mucosa.

Las composiciones y métodos proporcionados pueden usarse también para examinar la funcioén de varias proteinas
y genes in vitro en tejidos dérmicos cultivados o conservados y en animales. La presente descripcién puede
aplicarse por consiguiente para examinar la funcién de cualquier gen. Los métodos descritos en la presente memoria
pueden usarse también de forma terapéutica o profilactica. Por ejemplo, para el tratamiento de animales que se
sabe o se sospecha que experimentan enfermedades tales como soriasis, liquen plano, necrdlisis epidérmica toxica,
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eritema multiforme, carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas, melanoma maligno,
enfermedad de Paget, sarcoma de Kaposi, fibrosis pulmonar, enfermedad de Lyme e infecciones viricas, fungicas y
bacterianas de la piel.

Distribucién pulmonar

Para facilitar la exposicién las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccién se tratan en gran parte con
respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y
dicha practica estd dentro de la presente descripcién. Una composicién que incluye un agente de ARNi, p.ej., un
agente de ARNi bicatenario, un agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que
puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) puede administrarse a un sujeto por distribuciéon pulmonar.
Las composiciones de distribucién pulmonar pueden distribuirse por inhalacién por el paciente de una dispersién de
manera que la composicion, preferiblemente ARNi, en la dispersion pueda alcanzar el pulmén donde puede
absorberse facilmente a través de la region alveolar directamente a la circulacion sanguinea. La distribucién
pulmonar puede ser efectiva tanto para distribucion sistémica como para distribucién localizada para tratar
enfermedades de los pulmones.

La distribucion pulmonar puede alcanzarse por diferentes enfoques, que incluyen el uso de formulaciones con base
nebulizada, aerosolizada, micelular y de polvo seco. La distribucién puede alcanzarse con nebulizadores liquidos,
inhaladores con base de aerosol, y dispositivos de dispersion en polvo seco. Se prefieren los dispositivos de dosis
medida. Uno de los beneficios de usar un atomizador o inhalador es que el potencial para la contaminacion se
minimiza porque los dispositivos son estancos. Los dispositivos de dispersién de polvo seco, por ejemplo,
distribuyen farmacos que pueden formularse facilmente como polvos secos. Una composicion de ARNi puede
almacenarse de forma estable como polvos liofilizados o secos por pulverizacion por si mismos o en combinacién
con vehiculos en polvo adecuados. La distribucion de una composicion para la inhalacion puede mediarse por un
elemento que mide el tiempo de dosificacion que puede incluir un temporizador, un contador de dosis, un dispositivo
que mide el tiempo, o un indicador del tiempo que cuando se incorpora al dispositivo permite la localizacién de la
dosis, monitorizacién de cumplimiento y/o desencadenante de dosis a un paciente durante la administracién del
medicamento en aerosol.

El término “polvo” significa una composicion que consiste en particulas solidas finamente dispersas que estan libres
flotando y son capaces de dispersarse facilmente en un dispositivo de inhalacién y posteriormente inhalarse por un
sujeto de manera que las particulas alcancen los pulmones para permitir la penetracién en los alveolos. Por
consiguiente, el polvo se dice que es “respirable”. Preferiblemente el tamano de particula promedio es menor que
aproximadamente 10 um en didmetro preferiblemente con una distribucion de forma esferoidal relativamente
uniforme. Mas preferiblemente el didmetro es menor que aproximadamente 7,5 um y lo mas preferiblemente menor
que aproximadamente 5,0 um. Normalmente la distribuciéon de tamafio de particula esta entre aproximadamente 0,1
um y aproximadamente 5 um de diametro, particularmente aproximadamente 0,3 um a aproximadamente 5 pm.

El término “seco” significa que la composicién tiene un contenido en humedad por debajo de aproximadamente 10%
en peso (% en peso) en agua, normalmente por debajo de aproximadamente 5% y preferiblemente menor que
aproximadamente 3% en peso. Una composicién en seco puede ser tal que las particulas sean facilmente
dispersables en un dispositivo de inhalacién para formar un aerosol.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” es la cantidad presente en la composicion que se necesita para
proporcionar el nivel deseado de farmaco en el sujeto a tratar para dar la respuesta fisioldgica anticipada.

El término “cantidad fisiol6gicamente efectiva” es la cantidad distribuida a un sujeto para dar el efecto paliativo o
curativo deseado.

El término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa que el vehiculo puede llevarse a los pulmones sin
efectos toxicologicos adversos significativos en los pulmones.

Los tipos de excipientes farmacéuticos que son Utiles como vehiculo incluyen estabilizadores tales como albumina
sérica humana (HSA), agentes volumétricos como carbohidratos, aminoacidos y polipéptidos; ajustadores de pH o
tampones; sales tales como cloruro sédico; y similares. Estos vehiculos pueden estar en una forma cristalina o
amorfa o puede ser una mezcla de los dos.

Los agente volumétricos que son particularmente valiosos incluyen carbohidratos, polipéptidos, aminoacidos o
combinaciones de los mismos compatibles. Carbohidratos adecuados incluyen monosacaridos tales como galactosa,
D-manosa, sorbosa, y similares; disacaridos tales como lactosa, trehalosa, y similares; ciclodextrinas, tal como 2-
hidroxipropil-beta-ciclodextrina; y polisacaridos, tal como rafinosa, maltodextrinas, dextranos y similares; alditoles,
tales como manitol, xilitol y similares. Un grupo preferido de carbohidratos incluye lactosa, trehalosa, rafinosa,
maltodextrinas y manitol. Los polipéptidos adecuados incluyen aspartama. Los aminoacidos incluyen alanina y
glicina, prefiriéndose la glicina.
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Los aditivos, que son componentes minoritarios de la composicion descrita en la presente memoria, pueden incluirse
para la estabilidad conformacional durante el secado por pulverizacion y para mejorar la capacidad de dispersion del
polvo. Estos aditivos incluyen aminoacidos hidréfobos tales como triptéfano, tirosina, leucina, fenilalanina y similares.

Ajustadores de pH o tampones adecuados incluyen sales organicas preparadas a partir de acidos y bases
organicas, tales como citrato sddico, ascorbato sédico, y similares; se prefiere el citrato sédico.

La administracion pulmonar de una formulacion de ARNi micelar puede alcanzarse a través de dispositivos de
pulverizacién de dosis medida con propulsores tales como tetrafluoroetano, heptafluoroetano, dimetilfluoropropano,
tetrafluoropropano, butano, isobutano, dimetiléter y otros propelentes de CFC o no CFC.

Distribucion oral o nasal

Para facilitar la exposicién las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccién se tratan en gran parte con
respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estas formulaciones,
composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes de ARNi modificados, y
dicha practica esta dentro de la presente descripcién. Tanto las membranas orales como nasales ofrecen ventajas
sobre otras rutas de administracion. Por ejemplo, los farmacos administrados a través de estas membranas tienen
un rapido comienzo de accion, proporcionan niveles terapéuticos en plasma, evitan el efecto del primer paso de
metabolismo hepatico, y evitan la exposicién del farmaco al medio gastrointestinal (Gl) hostil. Las ventajas
adicionales incluyen el facil acceso a los sitios de membrana de manera que el farmaco puede aplicarse, localizarse
y eliminarse facilmente.

En la distribucién oral, las composiciones pueden dirigirse a una superficie a la cavidad oral, p.ej., a la mucosa
sublingual que incluye la membrana de la superficie ventral de la lengua y el suelo de la boca o la mucosa bucal que
constituye el revestimiento de la mejilla. La mucosa sublingual es relativamente permeable dando por consiguiente
una rapida absorcion y una aceptable biodisponibilidad de muchos farmacos. Ademas, la mucosa sublingual es
conveniente, aceptable y facilmente accesible.

La capacidad de las moléculas para permear a través de la mucosa oral parece que esta relacionada con el tamafo
molecular, solubilidad lipidica e ionizacidn de proteina peptidica. Las moléculas pequefias, menores de 1000 daltons
parecen cruzar la mucosa rapidamente. Cuando el tamafio molecular aumenta, la permeabilidad disminuye
rapidamente. Los compuestos solubles en lipidos son mas permeables que las moléculas solubles no lipidicas. La
maxima absorcién se da cuando las moléculas no estan ionizadas o son neutras en cargas eléctricas. Por lo tanto
las moléculas cargadas presentan los mayores desafios a la absorcion a través de las mucosas orales.

Una composicién farmacéutica de ARNi puede administrarse también a la cavidad bucal de un ser humano por
pulverizacién en la cavidad, sin inhalacién, desde un dispensador de pulverizacion de dosis medida, una formulacién
farmacéutica micelar mixta como se describe anteriormente y un propelente. En una realizacién, el dispensador se
agita primero antes de la pulverizacion de la formulacién farmacéutica y propelente en la cavidad bucal.

Dispositivos

Para facilitar la exposicién los dispositivos, las formulaciones, composiciones y métodos en esta seccion se tratan en
gran parte con respecto a agentes de ARNi no modificados. Deberia entenderse, sin embargo, que estos
dispositivos, formulaciones, composiciones y métodos pueden practicarse con otros agentes de ARNi, p.ej., agentes
de ARNi modificados, y dicha practica esta dentro de la presente descripcién. Un agente de ARNi, p.ej., un agente
de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede
procesarse en un agente de ARNp, un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o
agente de ARNp o precursor del mismo) puede disponerse sobre o en un dispositivo, p.ej., un dispositivo que se
implanta o se coloca en otra parte en un sujeto. Los dispositivos ejemplares incluyen dispositivos que se introducen
en la vasculatura, p.ej., dispositivos insertados en el lumen de un tejido vascular, o que los propios dispositivos
forman parte de la vasculatura, incluyendo stents, catéteres, valvulas cardiacas, y otros dispositivos vasculares.
Estos dispositivos, p.ej., catéteres o stents, pueden colocarse en la vasculatura del pulmén, corazén o pierna.

Otros dispositivos incluyen dispositivos que no son vasculares, p.ej., dispositivos implantados en el peritoneo, o en
tejido organico o glandular, p.ej., 6rganos artificiales. El dispositivo puede liberar una sustancia terapéutica ademas
de un ARNi, p.€j., un dispositivo puede liberar insulina.

Otros dispositivos incluyen articulaciones artificiales, p.gj., articulaciones de cadera, y otros implantes ortopédicos.

En una realizacién, las dosis unitarias o dosis medidas de una composicion que incluye ARNi se dispensan mediante
un dispositivo implantado. El dispositivo puede incluir un sensor que monitoriza un parametro en un sujeto. Por
ejemplo, el dispositivo puede incluir una bomba, p.ej., y, opcionalmente, componentes electronicos asociados.

El tejido, p.ej., células u érganos, tal como el rifidn, puede tratarse con un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp (p.€j., un precursor, p.€j., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en
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un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de
ARNDp, o precursor del mismo) ex vivo y después administrarse o implantarse en un sujeto.

El tejido puede ser tejido autdlogo, alogénico o xenogénico. Por ejemplo, el tejido (p.gj., rifdn) puede tratarse para
reducir la enfermedad de injerto contra huésped. En otras realizaciones, el tejido es alogénico y el tejido se trata
para tratar un trastorno caracterizado por la expresion génica indeseada en ese tejido, tal como en el rifién. En otro
ejemplo, el tejido que contiene células hematopoyéticas, p.ej., células hematopoyéticas de médula 6sea, pueden
tratarse para inhibir la proliferacién celular no deseada.

La introduccion de tejido tratado, o aut6logo o de trasplante, puede combinarse con otras terapias.

En algunas implementaciones, las células tratadas con ARNi se aislan de otras células, p.ej., mediante una barrera
porosa semipermeable que evita que las células abandonen el implante, pero permite que las moléculas del cuerpo
alcancen las células y las moléculas producidas por las células entren en el cuerpo. En una realizacion, la barrera
porosa se forma a partir de alginato.

En una realizacion, un dispositivo contraceptivo se recubre con o contiene un agente de ARNi, p.ej., un agente de
ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede
procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario,
o agente de ARNp, o precursor del mismo). Los dispositivos ejemplares incluyen condones, diafragmas, DIU
(dispositivos uterinos implantables), esponjas, preservativos vaginales y dispositivos de control de la natalidad. En
una realizacion, el ARNi se elige para inactivar el esperma o el 6vulo. En otra realizacion, el ARNi se elige para ser
complementario a un ARN virico o patégeno, p.ej., un ARN de una ETS. En algunos ejemplos, la composicion de
ARNi puede incluir un espermicida.

Dosis

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método de administracion de un agente de ARNi, p.ej., un
agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, a un sujeto (p.ej., un sujeto humano). El método incluye administrar
una dosis unitaria del agente de ARNi, p.gj., un agente de ARNp, p.ej., un agente de ARNp bicatenario que (a) la
parte bicatenaria es de 19-25 nucledtidos (nt) de largo, preferiblemente 21-23 nt, (b) es complementario a un ARN
diana (p.ej., un ARN diana end6geno o patdgeno), y, opcionalmente, (c) incluye al menos un saliente 3’ de 1-5
nucleétidos de largo. En una realizacion, la dosis unitaria es menor que 1,4 mg por kg de peso corporal o menor que
10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005, 0,001, 0,0005, 0,0001, 0,00005 o 0,00001 mg por kg de peso corporal, y
menos de 200 nmoles de agente de ARN (p.ej., aproximadamente 4,4 x 10" copias) por kg de peso corporal, o
menos de 1500, 750, 300, 150, 75, 15, 7,5, 1,5, 0,75, 0,15, 0,075, 0,015, 0,0075, 0,0015,0,00075, 0,00015 nmoles
de agente de ARN por kg de peso corporal.

La cantidad definida puede ser una cantidad efectiva para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno, p.ej., una
enfermedad o trastorno asociado con el ARN diana, tal como un ARN presente en el rindn. La dosis unitaria, por
ejemplo, puede administrarse por inyeccion (p.ej., intravenosa o intramuscular), una dosis inhalada o una aplicacion
topica. Las dosis particularmente preferidas son menores de 2, 1, 0 0,1 mg/kg de peso corporal.

En una realizacién preferida, la dosis unitaria se administra menos frecuentemente que una vez al dia, p.ej., menos
que cada 2, 4, 8 o 30 dias. En otra realizacién, la dosis unitaria no se administra con una frecuencia (p.€j., no una
frecuencia regular). Por ejemplo, la dosis unitaria puede administrarse una Unica vez.

En una realizacién, la dosis efectiva se administra con otras modalidades terapéuticas tradicionales. En una
realizacién, el sujeto tiene una infeccion virica y la modalidad es un agente antiviral distinto de un agente de ARNi,
p.ej., distinto de un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp. En otra realizacion, el sujeto tiene aterosclerosis
y la dosis efectiva de un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, se administra en
combinacion con, p.ej., después de intervencién quirdrgica, p.ej., angioplastia.

En una realizacion, un sujeto se administra una dosis inicial y una o mas dosis de mantenimiento de un agente de
ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas
grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de
ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo). La dosis o las dosis de mantenimiento son
generalmente menores que la dosis inicial, p.ej., una mitad de la dosis inicial. Un régimen de mantenimiento puede
incluir tratar al sujeto con una dosis o dosis que oscilan de 0,01 pg a 1,4 mg/kg de peso corporal por dia, p.ej., 10, 1,
0,1, 0,01, 0,001 o 0,00001 mg por kg de peso corporal por dia. Las dosis de mantenimiento se administran
preferiblemente no mas de una vez cada 5, 10 o 30 dias. Ademas, el régimen de tratamiento puede durar durante un
periodo de tiempo que variara dependiendo de la naturaleza de la enfermedad particular, su gravedad y la condicién
total del paciente. En realizaciones preferidas la dosis puede distribuirse no mas de una vez al dia, p.ej., no mas de
una vez por 24, 36, 48 o mas horas, p.ej., no mas de una vez cada 5 u 8 dias. Después del tratamiento, el paciente
puede monitorizarse por cambios en su afeccion y por el alivio de los sintomas del estado de la enfermedad. La
dosis del compuesto puede o bien aumentarse en el caso de que el paciente no responda significativamente a los
niveles de dosis actuales, o la dosis puede disminuirse si se observa un alivio de los sintomas del estado de la
enfermedad, si el estado de la enfermedad se ha extirpado, o si se observan efectos secundarios indeseados.
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La dosis efectiva puede administrarse en una Unica dosis 0 en dos o mas dosis, como se desee o considere
apropiado bajo las circunstancias especificas. Si se desea facilitar infusiones repetidas o frecuentes, el implante de
un dispositivo de distribucion, p.ej., una bomba, stent semi-permanente (p.ej., intravenoso, intraperitoneal,
intracisterna o intracapsular), o depdsito puede ser recomendable.

En una realizacion, la composicion farmacéutica de agente de ARNi incluye una pluralidad de especies de agente de
ARNi. En otra realizacion, la especie de agente de ARNi tiene secuencias que no se solapan y no son adyacentes a
otras especies con respecto a una secuencia diana que se da de forma natural. En otra realizacion, la pluralidad de
especies de agente de ARNi es especifica para diferentes genes diana que se dan de forma natural. En otra
realizacién, el agente de ARNi es especifico del alelo.

En algunos casos, un paciente se trata con un agente de ARNi en conjunto con otras modalidades terapéuticas. Por
ejemplo, a un paciente que se trata para una enfermedad renal, p.ej., enfermedad renal en la etapa temprana, puede
administrarse un agente de ARNi especifico para un gen diana conocido por mejorar la progresion de la enfermedad
en conjunto con un farmaco conocido por inhibir la actividad del producto génico diana. Por ejemplo, un paciente que
tiene enfermedad renal en la etapa temprana puede tratarse con un agente de ARNi que tiene como objetivo un
ARN SGLT2, en conjunto con la pequefia molécula de florizina, que se conoce por bloquear el cotransporte de
sodio-glucosa y posteriormente reducir la velocidad de filtracion glomerular de la nefrona sencilla. En otro ejemplo,
un paciente que se trata para un cancer de rifén puede administrarse con un agente de ARNi especifico para una
diana esencial para la proliferacion celular tumoral en conjunto con una quimioterapia.

Después del tratamiento exitoso, puede ser deseable tener al paciente sometiéndose a terapia de mantenimiento
para evitar la recurrencia del estado de enfermedad, en el que el compuesto descrito en la presente memoria se
administra en dosis de mantenimiento, que oscilan de 0,01 ug a 100 g por kg de peso corporal (véase el documento
US 6.107.094).

La concentracién de la composicién del agente de ARNi es una cantidad suficiente para ser efectiva en el
tratamiento o prevencién de un trastorno o para regular una condicion fisiolégica en humanos. La concentracion o
cantidad del agente de ARNi administrado dependera de los parametros determinados para el agente y el método de
administracion, p.ej., nasal, bucal, pulmonar. Por ejemplo, las formulaciones nasales tienden a necesitar
concentraciones mucho menores de algunos ingredientes para evitar la irritacion o quemado de los pasajes nasales.
A veces es deseable diluir una formulacién oral hasta 10-100 veces para proporcionar una formulacién nasal
adecuada.

Ciertos factores pueden influir en la dosis necesaria para tratar de forma efectiva a un sujeto, incluyendo aunque no
limitado a la gravedad de la enfermedad o trastorno, tratamientos previos, la salud general y/o edad del sujeto, y
otras enfermedades presentes. Ademas, el tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente efectiva de
un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.€j., un precursor, p.ej., un agente de
ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.€j., un
agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) puede incluir un Unico tratamiento o,
preferiblemente, puede incluir una serie de tratamientos. Se apreciara ademas que la dosis efectiva de un agente de
ARNi tal como un agente de ARNp usado para el tratamiento puede aumentar o disminuir durante el curso de un
tratamiento particular. Los cambios en la dosis pueden resultar y ser evidentes a partir de los resultados de los
ensayos diagnosticos como se describe en la presente memoria. Por ejemplo, el sujeto puede monitorizarse
después de administrar una composicion de agente de ARNi. En base a la informacién procedente de la
monitorizacién, una cantidad adicional de la composicion del agente de ARNi puede administrarse.

La dosificacién es dependiente de la gravedad y la capacidad de respuesta de la enfermedad a tratar, con el
tratamiento durando de varios dias a varios meses, 0 hasta que la cura se efectda o se alcance una disminucion del
estado de enfermedad. Los programas de dosificacion 6ptima pueden calcularse a partir de medidas de acumulacién
de farmaco en el cuerpo del paciente. Los expertos pueden determinar facilmente las dosis 6ptimas, metodologias
de dosificacion y tasas de repeticion. Las dosis éptimas pueden variar dependiendo de la potencia relativa de
compuestos individuales, y pueden generalmente estimarse en las CE50 que se han encontrado que son efectivos
en modelos animales in vitro e in vivo. En algunas realizaciones, los modelos animales incluyen animales
transgénicos que expresan un gen humano, p.ej., un gen que produce un ARN diana. El animal transgénico puede
ser deficiente para el correspondiente ARN end6geno. En otra realizacién, la composicion para la prueba incluye un
agente de ARNi que es complementario, al menos en una region interna, a una secuencia que se conserva entre el
ARN diana en el modelo animal y el ARN diana en un humano.

Los inventores han descubierto que los agentes de ARNi descritos en la presente memoria pueden administrarse a
mamiferos, particularmente mamiferos grandes tales como primates no humanos o humanos en un nimero de
formas.

En una realizacién, la administracion de la composicion de agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o
agente de ARNp, es parenteral, p.gj., intravenosa (p.ej., como un bolo o como una infusion difundible), intradérmica,
intraperitoneal, intramuscular, intratecal, intraventricular, intracraneal, subcutanea, transmucosa, bucal, sublingual,
endoscopica, rectal, oral, vaginal, topica, pulmonar, intranasal, uretral u ocular. La administracion puede
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proporcionarse por el sujeto o por otra persona, p.ej., un proveedor de cuidado de la salud. La medicacién puede
proporcionarse en dosis medidas o en un dispensador que distribuye una dosis medida. Los modos seleccionados
de distribucion se tratan en més detalle a continuacion.

Se describen en la presente memoria métodos, composiciones y kits, para administracion o distribucién rectal de
agentes de ARNi descritos en la presente memoria.

Por consiguiente, un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.€j., un precursor,
p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un
agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) descrito en la
presente memoria, p.ej., una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente de ARNi descrito en la presente
memoria, p.€j., un agente de ARNi que tiene una region bicatenaria de menos de 40, y preferiblemente menos de 30
nucleétidos y que tiene uno o dos salientes 3' monocatenarios de 1-3 nucleétidos puede administrarse de forma
rectal, p.ej., introducido a través del recto en el colon inferior o superior. Este enfoque es particularmente util en el
tratamiento de, trastornos inflamatorios, trastornos caracterizados por la proliferacién celular indeseada, p.g;j., pélipos
o cancer de colon.

La medicacién puede distribuirse a un sitio en el colon introduciendo un dispositivo de dispensacion, p.ej., un
dispositivo flexible, guiado por una camara, similar al usado para la inspeccion del colon o eliminacién de pélipos,
que incluye medios para la distribucién de la medicacion.

La administracién rectal del agente de ARNi es por medio de un enema. El agente de ARNi del enema puede
disolverse en una solucion salina o tamponada. La administracion rectal puede ser también por medio de un
supositorio, que puede incluir otros ingredientes, p.ej., un excipiente, p.ej., manteca de cacao o
hidropropilmetilcelulosa.

Cualquiera de los agente de ARNi descritos en la presente memoria pueden administrarse de forma oral, p.gj., en
forma de comprimidos, capsulas, capsulas de gel, pastillas para chupar, tabletas o jarabes liquidos. Ademas, la
composicion puede aplicarse tdpicamente a una superficie de la cavidad oral.

Cualquiera de los agentes de ARNi descritos en la presente memoria pueden administrarse bucalmente. Por
ejemplo, la medicacion puede pulverizarse en la cavidad bucal o aplicarse directamente, p.ej., en una forma liquida,
sélida o gel a una superficie en la cavidad bucal. Esta administracion es particularmente deseable para el
tratamiento de inflamaciones de la cavidad bucal, p.ej., las encias o lengua, p.ej., en una realizacién, la
administracién bucal es pulverizando en la cavidad, p.ej., sin inhalacion, a partir de un dispensador, p.ej., un
dispensador de pulverizacién de dosis medida que dispensa la composicion farmacéutica y un propelente.

Cualquiera de los agentes de ARNi descritos en la presente memoria puede administrarse al tejido ocular. Por
ejemplo, las medicaciones pueden aplicarse a la superficie del ojo o tejido cercano, p.ej., el interior del parpado.
Pueden aplicarse de forma tdpica, p.ej., pulverizando, en gotas, como un lavado ocular, o una pomada. La
administracion puede proporcionarse por el sujeto o por otra persona, p.€j., un proveedor del cuidado de la salud. La
medicaciéon puede proporcionarse en dosis medidas o en un dispensador que distribuye una dosis medida. La
medicacién puede también administrarse al interior del ojo, y puede introducirse mediante una aguja u otro
dispositivo de distribucion que pueden introducirla en un area o estructura seleccionada. El tratamiento ocular es
particularmente deseable para tratar la inflamacion del ojo o tejido cercano.

Cualquiera de los agentes de ARNi descritos en la presente memoria puede administrarse directamente a la piel. Por
ejemplo, la medicacion puede aplicarse topicamente o distribuirse a una capa de la piel, p.ej., mediante el uso de
una microaguja o una bateria de microagujas que penetran en la piel, pero preferiblemente en el tejido muscular
subyacente. La administracion de la composicion del agente de ARNi puede ser tépica. Las aplicaciones tdpicas
pueden, por ejemplo, distribuir la composicién a la dermis o epidermis de un sujeto. La administracion tépica puede
ser en forma de parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizaciones,
liquidos o polvos. Una composicion para la administracién topica puede formularse como un liposoma, micela,
emulsion u otro montaje molecular lipéfilo. La administracién transdérmica puede aplicarse con al menos un
potenciador de penetracion, tal como iontoforesis, fonoforesis y sonoforesis.

Cualquiera de los agentes de ARNi descritos en la presente memoria pueden administrarse al sistema pulmonar. La
administracion pulmonar puede conseguirse por inhalacién o por la introduccién de un dispositivo de distribucién en
el sistema pulmonar, p.ej., introduciendo un dispositivo de distribucion que puede dispensar la medicaciéon. Un
método preferido de distribucion pulmonar es por inhalaciéon. La medicacién puede proporcionarse en un
dispensador que distribuye la medicacion, p.ej., hUmeda o seca, en una forma suficientemente pequefia de manera
que puede inhalarse. El dispositivo puede distribuir una dosis medida de medicacion. El sujeto, u otra persona,
puede administrar la medicacion.

La distribucion pulmonar es efectiva no solo para trastornos que afectan directamente al tejido pulmonar, sino
también para trastornos que afectan a otro tejido.
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Los agentes de ARNi pueden formularse como un liquido o no liquido, p.ej., un polvo, cristal o aerosol para la
distribucion pulmonar.

Cualquiera de los agentes de ARNi descritos en la presente memoria pueden administrarse de forma nasal. La
administracion nasal puede conseguirse por introduccion de un dispositivo de distribucion en la nariz, p.gj.,
introduciendo un dispositivo de distribucion que puede dispensar la medicacion. Los métodos de distribucion nasal
incluyen pulverizacién, aerosol, liquido, p.ej., mediante gotas, o por administracion tépica a una superficie de la
cavidad nasal. La medicacion puede proporcionarse en un dispensador con distribucion de la medicacién, p.ej.,
himeda o seca, en una forma suficientemente pequefia de manera que pueda inhalarse. El dispositivo puede
distribuir una dosis medida de medicacion. El sujeto, u otra persona, puede administrar la medicacion.

La distribucion nasal es efectiva no solo para trastornos que afectan directamente al tejido nasal, sino también para
trastornos que afectan a otro tejido.

Los agentes de ARNi pueden formularse como un liquido o no liquido, p.ej., un polvo, cristal o para distribucion
nasal.

Un agente de ARNi puede empaquetarse en una cépside natural virica o en una cépside o estructura artificial
producida quimicamente o enzimaticamente derivada de ella.

La dosis de una composicion farmacéutica que incluye un agente de ARNi puede administrarse para aliviar los
sintomas de un estado de enfermedad, p.ej., cancer o enfermedad cardiovascular. Un sujeto puede tratarse con la
composicion farmacéutica mediante cualquiera de los métodos mencionados anteriormente.

La expresion génica en un sujeto puede modularse administrando una composicién farmacéutica que incluye un
agente de ARNi.

Un sujeto puede tratarse administrando una cantidad definida de una composicién de agente de ARNi, p.ej., un
agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.gj., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede
procesarse en un agente de ARNp) que esta en forma de polvo, p.€j., una coleccion de microparticulas, tal como
particulas cristalinas. La composicién puede incluir una pluralidad de agentes de ARNi, p.ej., especificos para uno o
mas ARN diana endogenos diferentes. EI método puede incluir otras caracteristicas descritas en la presente
memoria.

Un sujeto puede tratarse administrando una cantidad definida de una composicién de agente de ARNi que se
prepara por un método que incluye secar por pulverizacién, es decir, atomizar una disolucién, emulsion o suspension
liquidas, exponer inmediatamente las gotas a un gas de secado, y recoger las particulas en polvo porosas
resultantes. La composicion puede incluir una pluralidad de agentes de ARNi, p.ej., especificos para uno o mas ARN
diana enddgenos diferentes. El método puede incluir otras caracteristicas descritas en la presente memoria.

El agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario o agente de ARNp (p.€j., un precursor, p.€j., un agente de
ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.€j., un
agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) pueden proporcionarse en una forma en
polvo, cristalizada u otra forma finamente dividida, con o sin un vehiculo, p.ej., una micro- o nano-particula adecuada
para la inhalacion o distribucion pulmonar distinta. Esto puede incluir proporcionar un preparado en aerosol, p.ej.,
una composicién seca por pulverizacién aerosolizada. La composicion en aerosol puede proporcionarse en y/o
dispensarse mediante un dispositivo de distribucion de dosis medida.

El sujeto puede tratarse para una afeccion tratable por inhalacion, p.ej., aerosolizando una composicién de agente
de ARNi seco por pulverizacién, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.gj., un precursor, p.€j.,
un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de
ARNi, p.€j., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) e inhalando la composicion
aerosolizada. El agente de ARNi puede ser un ARNp. La composicion puede incluir una pluralidad de agentes de
ARNi, p.ej., especificos para uno o mas ARN diana endogenos diferentes. EI método puede incluir otras
caracteristicas descritas en la presente memoria.

Un sujeto puede tratarse, por ejemplo, administrando una composicion que incluye una cantidad efectiva/definida de
un agente de ARNi, p.gj., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de
ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.gj., un
agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo), en el que la composicidn se prepara
mediante un método que incluye secado por pulverizacion, liofilizacién, secado al vacio, evaporacion, secado en
lecho fluido, o una combinacion de estas técnicas.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método que incluye: evaluar un parametro relacionado con
la abundancia de un transcrito en una célula de un sujeto; comparar el pardmetro evaluado con un valor de
referencia, y si el parametro evaluado tiene una relaciéon preseleccionada al valor de referencia (p.ej., es mayor),
administrar un agente de ARNi (o un precursor, p.€j., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un
agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi o precursor del mismo) al sujeto. En una realizacion, el
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agente de ARNi incluye una secuencia que es complementaria al transcrito evaluado. Por ejemplo, el parametro
puede ser una medida directa de los niveles de transcrito, una medida de un nivel de proteina, un sintoma o
caracterizacion de una enfermedad o trastorno (p.ej., velocidad de proliferacién celular y/o masa del rumor, carga
virica).

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método que incluye: administrar una primera cantidad de
una composicién que comprende un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.€j.,
un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que
codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) a un
sujeto, en el que el agente de ARNi incluye una cadena esencialmente complementaria a un &cido nucleico diana;
evaluar una actividad asociada con una proteina codificada por el &cido nucleico diana; en el que la evaluacion se
usa para determinar si una segunda cantidad deberia administrarse. En una realizacion preferida el método incluye
administrar una segunda cantidad de la composicién, en la que el tiempo de administracién o dosis de la segunda
cantidad es una funciéon de la evaluacion. El método puede incluir otras caracteristicas descritas en la presente
memoria.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método de administracion de una fuente de un agente de
ARNi bicatenario (agente de ARNi bc) a un sujeto. EI método incluye administrar o implantar una fuente de un
agente de ARNi bc, p.ej., un agente de ARNp, que (a) incluye una region bicatenaria que tiene 19-25 nucleétidos de
largo, preferiblemente 21-23 nucleétidos, (b) es complementaria a un ARN diana (p.ej., un ARN end6geno o un ARN
patégeno), y, opcionalmente, (c) incluye al menos un saliente 3° de 1-5 nt de largo. En una realizacion, la fuente
libera agente de ARNi bc en el tiempo, p.gj., la fuente es una fuente controlada o de liberacién lenta, p.ej., una
microparticula que gradualmente libera el agente de ARNi bc. En otra realizacion, la fuente es una bomba, p.ej., una
bomba que incluye un sensor o una bomba que puede liberar una o mas dosis unitarias.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién farmacéutica que incluye un agente de ARNi,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande
que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, 0 agente de ARNp, o precursor del mismo) que incluye una secuencia de nucleétidos complementaria a
un ARN diana, p.ej., esencialmente y/o exactamente complementaria. EI ARN diana puede ser un transcrito de un
gen humano endégeno. En una realizacion, el agente de ARNi (a) tiene de 19-25 nucleétidos de largo,
preferiblemente 21-23 nucleétidos, (b) es complementario a un ARN diana endégeno, y, opcionalmente, (c) incluye
al menos un saliente 3’ de 1-5 nt de largo. En una realizacion, la composicion farmacéutica puede ser una emulsién,
microemulsién, crema, gelatina o liposoma.

En un ejemplo la composicion farmacéutica incluye un agente de ARNi mezclado con un agente de distribucion
topica. El agente de distribucion tdpica puede ser una pluralidad de vesiculas microscopicas. Las vesiculas
microscopicas pueden ser liposomas. En una realizacién preferida los liposomas son liposomas catiénicos.

En otro aspecto, la composicion farmacéutica incluye un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o
agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en un agente de
ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, o
precursor del mismo) mezclado con un potenciador de penetracion tdépico. En una realizacién, el potenciador de
penetracion tdpico es un acido graso. El acido graso puede ser acido araquidénico, acido oleico, acido laurico, acido
caprilico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato,
tricaprato, monoleina, dilaurina, 1-monocaprato de glicerilo, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, una acilcarnitina, una
acilcolina, o un alquil C1-10 éster, monoglicérido, diglicérido o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacion, el potenciador de penetracién topico es una sal biliar. La sal biliar puede ser &cido célico, acido
deshidrocolico, acido desoxicolico, acido glucdlico, acido glicolico, acido glucodesoxicolico, acido taurocolico, acido
taurodesoxicélico, acido quenodesoxicélico, 4acido ursodesoxicolico, tauro-24,25-dihidro-fusidato  sdédico,
glucodihidrofusidato soédico, polioxietileno-9-lauriléter o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacion, el potenciador de penetracién es un agente quelante. El agente quelante puede ser EDTA, acido
citrico, un salicilato, un N-acil derivado de colageno, laureth-9, un N-aminoacil derivado de una beta-dicetona o una
mezcla de los mismos.

En otra realizacion, el potenciador de penetracién es un tensioactivo, p.ej., un tensioactivo iénico o no iénico. El
tensioactivo puede ser laurilsulfato sdédico, polioxietilen-9-lauriléter, polioxietilen-20-cetiléter, una emulsion
perfluoroquimica 0 mezcla de los mismos.

En otra realizacién, el potenciador de penetracion puede seleccionarse de un grupo que consiste en ureas ciclicas
insaturadas, 1-alquil-alconas, 1-alquenilazaciclo-alcanonas, agentes anti-inflamatorios esteroideos y mezclas de los
mismos. En aun otra realizacion el potenciador de penetracién puede ser un glicol, un pinol, una azona o unos
terpenos.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién farmacéutica que incluye un agente de ARN;,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande
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que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) en una forma adecuada para la distribucién oral. En una
realizacién, la distribucion oral puede usarse para distribuir una composicién de agente de ARNi a una célula o una
region del tracto gastrointestinal, p.ej., intestino delgado, colon (p.ej., para tratar un cancer de colon), etcétera. La
forma de distribucién oral puede ser comprimidos, capsulas o capsulas de gel. En una realizacion, el agente de ARNi
de la composicion farmacéutica modula la expresion de una proteina de adhesién celular, modula una velocidad de
proliferacién celular, o tiene actividad biol6gica contra los patdégenos eucariotas o retrovirus. En otra realizacion, la
composicion farmacéutica incluye un material entérico que previene esencialmente la disolucion de los comprimidos,
capsulas o capsulas de gel en el estdmago de un mamifero. En una realizacién preferida el material entérico es un
recubrimiento. El recubrimiento puede ser acetato ftalato, propilenglicol, monooleato de sorbitano, trimelitato acetato
de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa o ftalato acetato de celulosa.

En otra realizacion, la forma de dosis oral de la composicion farmacéutica incluye un potenciador de penetracion. El
potenciador de penetracién puede ser una sal biliar o un acido graso. La sal biliar puede ser acido ursodesoxicélico,
acido quenodesoxicolico, y sales de los mismos. El acido graso puede ser acido caprico, acido laurico y sales de los
mismos.

En otra realizacion, la forma de dosis oral de la composicion farmacéutica incluye un excipiente. En un ejemplo el
excipiente es polietilenglicol. En otro ejemplo el excipiente es precirol.

En otra realizacién, la forma de dosis oral de la composicion farmacéutica incluye un plastificador. El plastificador
puede ser ftalato de dietilo, sebacato de triacetina-dibutilo, ftalato de dibutilo o citrato de trietilo.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicion farmacéutica que incluye un agente de ARNi y
un vehiculo de distribucion. En una realizacion, el agente de ARNi es (a) tiene de 19-25 nucleétidos de largo,
preferiblemente 21-23 nucleétidos, (b) es complementario a un ARN diana endégeno, y, opcionalmente, (c) incluye
al menos un saliente 3’ de 1-5 nucleoétidos de largo.

En una realizacion, el vehiculo de distribucion puede distribuir un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario o un agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse
en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de
ARNp o precursor del mismo) a una célula mediante una ruta de administracién. El vehiculo de distribucién puede
ser vesiculas microscépicas. En un ejemplo las vesiculas microscopicas son liposomas. En una realizacion preferida
los liposomas son liposomas catiénicos. En otro ejemplo las vesiculas microscépicas son micelas. En un aspecto, se
describe en la presente memoria una composicién farmacéutica que incluye un agente de ARNi, p.ej., un agente de
ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede
procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario,
o agente de ARNp o precursor del mismo) en una forma de dosificacion inyectable. En una realizacion, la forma de
dosificacién inyectable de la composiciéon farmacéutica incluye disoluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles. En una realizacién preferida la disolucion estéril puede incluir un diluyente tal como agua; solucién
salina; aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina o propilenglicol.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién farmacéutica que incluye un agente de ARNi,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.gj., un agente de ARNi mas grande
que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, 0 agente de ARNp, o precursor del mismo) en una forma de dosificaciéon oral. En una realizacion, la
forma de dosificacion oral se selecciona del grupo que consiste en comprimidos, capsulas y capsulas de gel. En otra
realizacién, la composicion farmacéutica incluye un material entérico que esencialmente previene la disolucion de los
comprimidos, capsulas o capsulas de gel en el estbmago de un mamifero. En una realizacién preferida el material
entérico es un recubrimiento. El recubrimiento puede ser ftalato acetato, propilenglicol, monooleato de sorbitano,
trimelitato acetato de celulosa, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa o ftalato acetato de celulosa. En una realizacion,
la forma de dosificacién oral de la composicién farmacéutica incluye un potenciador de penetracion, p.ej., un
potenciador de penetracién descrito en la presente memoria.

En un aspecto, se describe en la presente memoria es una composicion farmacéutica que incluye un agente de
ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas
grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de
ARNi bicatenario, 0 agente de ARNp o precursor del mismo) en una forma de dosificacién rectal. En una realizacion,
la forma de dosificacion rectal es un enema. En otra realizacion, la forma de dosificacion rectal es un supositorio.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién farmacéutica que incluye un agente de ARNi,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.gj., un agente de ARNi mas grande
que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) en una forma de dosificacion vaginal. En una realizacién, la
forma de dosificacion vaginal es un supositorio. En otra realizacion, la forma de dosificacién vaginal es una espuma,
crema o gel.
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En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién farmacéutica que incluye un agente de ARNi,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande
que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) en una forma de dosificacion pulmonar o nasal. En una
realizacién, el agente de ARNi se incorpora en una particula, p.ej., una macroparticula, p.ej., una microesfera. La
particula puede producirse por secado por pulverizacion, liofilizacién, evaporacion, secado en lecho fluido, secado al
vacio, o una combinacion de los mismos. La microesfera puede formularse como una suspensién, un polvo o un
sélido implantable.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicion de agente de ARNi seco por pulverizacion,
p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp, (p.ej., un precursor, p.€j., un agente de ARNi méas grande
que puede procesarse en un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario, o agente de ARNp, o precursor del mismo) adecuada para la inhalacién por un sujeto, que incluye: (a)
una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente de ARNi adecuada para tratar una afeccién en el sujeto por
inhalacién; (b) un excipiente farmacéuticamente aceptable seleccionado del grupo que consiste en carbohidratos y
aminoacidos; y (c) opcionalmente, una cantidad que mejora la capacidad de dispersion de un polipéptido soluble en
agua, fisiolégicamente aceptable.

En una realizacion, el excipiente es un carbohidrato. El carbohidrato puede seleccionarse del grupo que consiste en
monosacaridos, disacéaridos, trisacaridos y polisacaridos. En una realizacion preferida el carbohidrato es un
monosacarido seleccionado del grupo que consiste en dextrosa, galactosa, manitol, D-manosa, sorbitol y sorbosa.
En una realizacion preferida el carbohidrato es un disacarido seleccionado del grupo que consiste en lactosa,
maltosa, sacarosa y trehalosa.

En otra realizacion, el excipiente es un amino&cido. En una realizacién, el aminoacido es un aminodcido hidréfobo.
En una realizacion preferida el aminoacido hidréfobo se selecciona del grupo que consiste en alanina, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptéfano y valina. En aun otra realizacion el aminoacido es un aminoacido
polar. En una realizacién preferida el aminoécido se selecciona del grupo que consiste en arginina, histidina, lisina,
cisteina, glicina, glutamina, serina, treonina, tirosina, acido aspartico y acido glutamico.

En una realizacion, el polipéptido que mejora la capacidad de dispersion se selecciona del grupo que consiste en
albumina sérica humana, a-lactoalbimina, tripsinégeno y polialanina.

En una realizacién, la composicion de agente de ARNi seco por pulverizacién incluye particulas que tienen un
diametro medio de masa (DMM) de menos de 10 micras. En otra realizacién, la composicion de agente de ARNi
seco por pulverizacion incluye particulas que tienen un diametro medio de masa de menos de 5 micras. En aln otra
realizacién la composicion de agente de ARNi seco por pulverizacion incluye particulas que tienen un didmetro
aerodinamico medio de masa (DAMM) de menos de 5 micras.

En ciertos aspectos diferentes, se describen en la presente memoria kits que incluyen un recipiente adecuado que
contiene una formulacion farmacéutica de un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, 0 agente de
ARNp (p.ej., un precursor, p.ej., un agente de ARNi méas grande que puede procesarse en un agente de ARNp, o un
ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de ARNp o precursor del
mismo). En ciertas realizaciones los componentes individuales de la formulacion farmacéutica pueden
proporcionarse en un recipiente. De forma alternativa, puede ser deseable proporcionar los componentes de la
formulacion farmacéutica de forma separada en dos o0 mas recipientes, p.ej., un recipiente para un preparado de
agente de ARNi, y al menos otro para el compuesto de transporte. El kit puede empaquetarse en un nimero de
configuraciones diferentes tales como uno o mas recipientes en una unica caja. Los diferentes componentes pueden
combinarse, p.ej., segun las instrucciones proporcionadas con el kit. Los componentes pueden combinarse segun un
método descrito en la presente memoria, p.ej., para preparar y administrar una composicion farmacéutica. El kit
puede incluir también un dispositivo de distribucion.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un dispositivo, p.ej., un dispositivo implantable, en el que el
dispositivo puede dispensar o administrar una composicion que incluye un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi
bicatenario o agente de ARNp (p.€j., un precursor, p.ej., un agente de ARNi mas grande que puede procesarse en
un agente de ARNp, o un ADN que codifica un agente de ARNi, p.ej., un agente de ARNi bicatenario, o agente de
ARNDp, o precursor del mismo), p.ej., un agente de ARNi que silencia un transcrito endégeno. En una realizacién, el
dispositivo estd recubierto con la composicion. En otra realizacion el agente de ARNi se dispone dentro del
dispositivo. En otra realizacion, el dispositivo incluye un mecanismo que dispensa una dosis unitaria de la
composicién. En otras realizaciones el dispositivo libera la composicion de forma continua, p.ej., por difusion. Los
dispositivos ejemplares incluyen stents, catéteres, bombas, érganos o componentes de 6rganos artificiales (p.ej.,
corazén artificial, una vélvula cardiaca, etc.) y suturas.

Como se usa en la presente memoria, el término “cristalino” describe un sélido que tiene la estructura o
caracteristicas de un cristal, es decir, particulas de estructura tridimensional en que las caras planas se cruzan en
angulos definidos y en que hay una estructura interna regular. Las composiciones descritas en la presente memoria
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pueden tener diferentes formas cristalinas. Las formas cristalinas pueden prepararse por una variedad de métodos,
que incluyen, por ejemplo, secado por pulverizacion.

La invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que no deberian construirse como mas
limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1:
2-Azabutano-1,4-dicarboxilato de dietilo AA
O

/\O)-‘\/\E/YO\/
O

AA

Se afiadio una disolucion acuosa 4,7M de hidréxido sédico (50 mL) en una disolucién enfriada con hielo, agitada, de
hidrocloruro de glicinato de etilo (32,19 g, 0,23 moles) en agua (50 mL). Después, se afiadié acrilato de etilo (23,1 g,
0,23 moles) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente hasta que se verificd la terminacién de la reaccién por TLC
(19 h). Después de 19 h se repartié con diclorometano (3x100 mL). La fase organica se sec6 con sulfato sédico
anhidro, se filtré y se evapord. El residuo se destil6 para proporcionar AA (28,8 g, 61%).

Ejemplo 2:
Etiléster de acido 3-{etoxicarbonilmetil-[6-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonil-amino)-hexanoil]-amino}-propionico AB
N
-0 N/\Tfo\/
FmocHN\/\/\/gO O

AB

Se disolvié acido Fmoc-6-amino-hexanoico (9,12 g, 25,83 mmoles) en diclorometano (50 mL) y se enfrié con hielo.
Se anadio6 diisopropilcarbodiimida (3,25 g, 3,99 mL, 25,83 mmoles) a la disolucion a 0°C. Se sigui6 entonces con la
adicion de 2-azabutano-1,4-dicarboxilato de dietilo (5 g, 24,6 mmoles) y dimetilaminopiridina (0,305 g, 2,5 mmoles).
La disolucion se llevé a temperatura ambiente y se agit6 adicionalmente durante 6 h. La terminacién de la reaccion
se verific6 por TLC. La mezcla de reaccion se concentr6 al vacio y se afadié al acetato de etilo para precipitar
diisopropilurea. La suspension se filtrdé. El filtrado se lavé con acido clorhidrico acuoso al 5%, bicarbonato sodico al
5% y agua. La fase orgéanica combinada se secé sobre sulfato sédico y se concentré para dar el producto en bruto
que se purificéd por cromatografia en columna (EtOAc al 50%/Hexanos) para proporcionar 11,87 g (88%) de AB.

Ejemplo 3:

Etiléster de acido 3-[(6-amino-hexanoil)-etoxicarbonilmetil-amino]-propiénico AC

0
PN OJ\/\N/\H/O\/
HzNMO 0

AC

Se disolvio etiléster de acido 3-{etoxicarbonilmetil-[6-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-hexanoil]-amino}-
propionico AB (11,5 g, 21,3 mmoles) en piperidina al 20% en dimetilformamida a 0°C. La disolucién se continu6
agitando durante 1 h. La mezcla de reaccion se concentré al vacio y se anadié agua al residuo y el producto se
extrajo con acetato de etilo. El producto en bruto se purifico convirtiéndolo en sal de hidrocloruro.

Ejemplo 4:

Etiléster de &cido 3-({6-[17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-iloxicarbonilamino]-hexanoil}etoxicarbonilmetil-amino)-propionico AD
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AD

La sal de hidrocloruro del etiléster de acido 3-[(6-amino-hexanail)-etoxicarbonilmetil-amino]-propionico AC (4,7 g,
14,8 mmoles) se tomo en diclorometano. La suspension se enfrié a 0°C con hielo. Se afadié diisopropiletilamina
(3,87 g, 5,2 mL, 30 mmoles) a la suspension. A la disolucion resultante se afiadié cloroformiato de colesterilo (6,675
g, 14,8 mmoles). La mezcla de reaccion se agito toda la noche. La mezcla de reaccién se diluyé con diclorometano y
se lavo con &cido clorhidrico al 10%. El producto se purificé por cromatografia rapida (10,3 g, 92%).

Ejemplo 5:

Etiléster de acido 1-{6-[17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-3-iloxicarbonilamino]-hexanoil}-4-oxo-pirrolidina-3-carboxilico AE

()
o ll‘:}\/\/\/l\L
hig o
O
AE

Se hizo una lechada de t-butéxido de potasio (1,1 g, 9,8 mmoles) en 30 mL de tolueno seco. La mezcla se enfri6é a
0°C y se afadieron 5 g (6,6 mmoles) de diéster lentamente con agitacién en 20 mins. La temperatura se mantuvo
por debajo de 5°C durante la adicion. La agitacion se continu6é durante 30 mins a 0°C y se afiadi6 1 mL de acido
aceético glacial, seguido inmediatamente por 4 g de NaH2PO4.H20 en 40 mL de agua. La mezcla resultante se extrajo
con 100 mL dos veces de diclorometano y los extractos organicos combinados se lavaron dos veces con 10 mL de
tampon fosfato, se secaron y se evaporaron hasta sequedad. El residuo se disolvié en 60 mL de tolueno, se enfrié a
0°C y se extrajo con tres porciones de 50 mL de tampén carbonato frio a pH 9,5. Los extractos acuosos se
convirtieron a pH 3 con &cido fosférico, y se extrajeron con cinco porciones de 40 mL de cloroformo que se
combinaron, se secaron y se evaporaron a un residuo. El residuo se purificé por cromatografia de columna usando
acetato de etilo al 25%/hexanos para proporcionar 1,9 g de B-cetoéster que se obtuvo (39%).

Ejemplo 6

17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
iléster de acido [6-(3-hidroxi-4-hidroximetil-pirrolidin-1-il)-6-oxo-hexil]-carbamico AF
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Se anadié metanol (2 mL) en gotas durante un periodo de 1 h a una mezcla a reflujo de cetoéster AE (1,5 g, 2,2
mmoles) y borohidruro sédico (0,226 g, 6 mmoles) en tetrahidrofurano (10 mL). La agitacion se continda a
temperatura de reflujo durante 1 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, se afadié HCI 1N (12,5 mL), la
mezcla se extrajo con acetato de etilo (3x40 mL). La fase de acetato de etilo combinada se secd sobre sulfato sédico
anhidro y se concentrd al vacio para dar el producto que se purificd por cromatografia en columna (MeOH al
10%/CHCl3). (89%).

Ejemplo 7:

17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-
iléster de acido (6-{3-[bis-(4-metoxi-fenil)-fenil-metoximetil]-4-hidroxi-pirrolidin-1-il}-6-oxo-hexil)-carbamico AG

OCH;
HOWC’Q
O H\/\/\/N&
g ° OCHj,

AG

El diol AF (1,25 g, 1,994 mmoles) se secé evaporando con piridina (2x5 mL) al vacio. Se afiadieron piridina anhidra
(10 mL) y cloruro de 4,4-dimetoxitritilo (0,724 g, 2,13 mmoles) con agitacién. La reaccion se llevd a cabo a
temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccion se desactivdo mediante la adicién de metanol. La mezcla de
reaccion se concentr6 al vacio y se afadi6 diclorometano (50 mL) al residuo. La fase organica se lavd con
bicarbonato sédico acuoso 1M. La fase organica se secé sobre sulfato sédico anhidro, se filtr6 y se concentr6. La
piridina residual se eliminé evaporando con tolueno. El producto en bruto se purificd por cromatografia de columna
(MeOH al 2%/cloroformo, Rt = 0,5 en MeOH al 5%/CHCls). (1,75 g, 95%).

Ejemplo 8

Mono-(4-[bis-(4-metoxi-fenil)-fenil-metoximetil]-1-{6-[17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-iloxicarbonilamino]-hexanoil}-
pirrolidin-3-il)éster de acido succinico AH

] H,CO O O
Oﬁ\/\/\’————HNTO

o
AH

El compuesto AG (1,0 g, 1,05 mmoles) se mezclé con anhidrido succinico (0,150 g, 1,5 mmoles) y DMAP (0,073 g,
0,6 mmoles) y se secé en un vacio a 40°C toda la noche. La mezcla se disolvié en dicloroetano anhidro (3 mL), se
anadio trietilamina (0,318 g, 0,440 mL, 3,15 mmoles) y la disolucién se agité a temperatura ambiente en atmésfera
de argén durante 16 h. Se diluyé entonces con diclorometano (40 mL) y se lavé con &cido citrico acuoso frio con
hielo (5% en peso, 30 mL) y agua (2x20 mL). La fase orgénica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro y se concentro
hasta sequedad. El residuo se usé como tal para la siguiente etapa.

Ejemplo 9
Colesterol derivado de CPG Al
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HaCO Q O

Q\ H CHzO

OCH3

0 Al

Se disolvié succinato AH (0,254 g, 0,242 mmoles) en mezcla de diclorometano/acetonitrilo (3:2, 3 mL). A esa
disolucién se afadieron sucesivamente DMAP (0,0296, 0,242 mmoles) en acetonitrilo (1,25 mL), 2,2’-ditio-bis(5-
nitropiridina) (0,075 g, 0,242 mmoles) en acetonitrilo/dicloroetano (3:1, 1,25 mL). A la disolucién resultante se afadio
trifenilfosfina (0,064 g, 0,242 mmoles) en acetonitrilo (0,6 ml). La mezcla de reaccidn se volvié naranja brillante en
color. La disolucién se agitdé brevemente usando agitador accionado con la mufieca (5 mins). Se afadi6 alquilamina
de cadena larga-CPG (LCAA-CPG) (1,5 g, 61 um/g). La suspensién se agité durante 2 h. El CPG se filtrd a través de
un embudo sinterizado y se lavo con acetonitrilo, diclorometano y éter sucesivamente. Los grupos amino sin
reaccionar se enmascararon usando anhidrido acético/piridina. La capacidad de carga del CPG se midi6 tomando
medidas UV (37 uM/g).

Ejemplo 10

(4-[Bis-(4-metoxi-fenil)-fenil-metoximetil]-1-{6-[17-(1,5-dimetil-hexil)-10,13-dimetil-
2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-3-iloxicarbonilamino]-hexanoil}-
pirrolidin-3-il)fosforamidita AJ

H3CO
ch Q
CH;;_;O
OCH3
o

AJ

El compuesto AG (0,15 g, 0,158 mmoles) se coevapor6 con tolueno (5 mL). Al residuo se anadié tetrazolida de N,N-
tetraisopropilamonio (0,0089 g, 0,079 mmoles) y la mezcla se secé sobre P20Os en un horno de vacio durante toda la
noche a 40°C. La mezcla de reaccioén se disolvié en la mezcla de acetonitrilo anhidro/diclorometano (2:1, 1 mL) y se
anadio 2-cianoetil-N,N,N’,N’-tetraisopropilfosforamidita (0,0714 g, 0,0781 mL, 0,237 mmoles). La mezcla de reaccién
se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. La terminacién de la reaccion se verific6 por TLC (1:1
acetato de etilo:hexano). El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se disolvié en acetato de etilo (10
mL) y se lavé con NaHCOs al 5% (4 mL) y salmuera (4 mL). La fase de acetato de etilo se sec6 sobre Na2SO4
anhidro y se concentr6 a presibn reducida. La mezcla resultante se cromatografié (50:49:1,
EtOAc:Hexano:trietilamina) para proporcionar AJ como espuma blanca (0,152 g, 84%).

Ejemplo 11
Protocolo de sintesis de ARN, desproteccion y purificacion
1. Sintesis:

Las moléculas de ARN se sintetizaron en una maquina 394 ABI que usa el ciclo de 93 etapas estandar escrito por
los fabricantes con modificaciones en unas pocas etapas de espera como se describe posteriormente. El soporte
solido era vidrio de poro controlado (CPG, 1 pmol, 500 A, Glen Research, Sterling, VA) y los monémeros eran ARN
fosforamiditas con grupos protectores estandar (N8-benzoil-5’-O-dimetoxitritiladenosina-2'- foutildimetilsilil-3’-O-N,N'-

diisopropil-2-cianoetilfosforamidita, 5’-O-dimetoxitritiluridina-2’tbutildimetilsilil-3’-O-N,N’-diisopropil-2-
cianoetilfosforamidita, N2-isobutiril-5"-O-dimetoxitritilguanosina-2’ foutildimetilsilil,3'-O-N,N’-diisopropil-2-
cianoetilfosforamidita y N“-benzoil-5"-O-dimetoxitritilcitidina-2’ toutildimetilsilil-3'-O-N,N’-diisopropil-2-

cianoetilfosforamidita de Chemgenes Corp MA) usados a una concentracion de 0,15M en acetonitrilo (CH3CN) y un
tiempo de acoplamiento de 7,5 min. El activador fue tiotetrazol (0,25M). Para la oxidacion PO se usé
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yodo/agua/piridina y se us6 disolucion 0,5M de reactivo Beaucage de oxidacion PS en acetonitrilo. Todos los
reactivos para la sintesis eran también de Glen Research.

2. Desproteccién-I (escision de oligdmero, desproteccion de base y fosfato)

Después de la terminacién de la sintesis el vidrio de poro controlado (CPG) se transfirid a un vial de tapon de rosca
(Fisher, nimero de catalogo 03-340-5N) o un tubo de microcentrifuga libre de RNasa con tap6n de rosca. El
oligonucleétido se escindio del CPG con desproteccion simultanea de la base y los grupos fosfato con 1,0 mL de una
mezcla de amoniaco etandlico [amonio:etanol (3:1)] durante 6 horas a toda la noche a 55°C. El vial se enfrid
brevemente en hielo y después la mezcla de amonio etandlico se transfirid a un nuevo tubo de microcentrifuga. El
CPG se lavé con 3x0,25 mL porciones de acetonitrilo al 50% (CHsCN al 70% para el colesterol y dichos oligdmeros
conjugados hidréfobos). Los aproximadamente 1,75 mL de disolucion se divide lo més equitativamente en dos tubos
de microcentrifuga, se tapan fuertemente y después se enfrian a -80°C durante 15 min, antes de secar en un
concentrador speed vac/liofilizador durante aproximadamente 90 min.

3. Desproteccion-II (Eliminacion del grupo 2° TBDMS)

El residuo blanco obtenido se suspendié de nuevo en 200 pL de trihidrofluoruro de trietilamina (TEA.3HF, Aldrich) y
se calentd a 65°C durante 1,5 h para eliminar los grupos tercbutildimetilsililo (TBDMS) en la posicién 2. La reaccién
se desactivo entonces con 400 pL de isopropoxitrimetilisilano (iPrOMesSi Aldrich) y se incubd adicionalmente en el
blogue de calentameinto dejando los tapones abiertos durante 15 min; (Esto provoca que el aducto volatil de fluoruro
de isopropoxitrimetilsililo vaporice). El reactivo de desactivacion residual se elimindé secando en un concentrador
speed vac. El oligémero se precipitdé entonces en metanol anhidro (MeOH, 800 pL). El liquido se eliminé con mucho
cuidado después de girar en una centrifuga durante 5 minutos a la mayor velocidad disponible. El metanol residual
se elimind por secado brevemente en un concentrador speed vac después de congelar a -80°C. EI ARN en bruto se
obtuvo como un material esponjoso blanco en el tubo de microcentrifuga.

4. Cuantificacion del oligbmero en bruto o analisis en bruto

Las muestras se disolvieron en acetonitrilo acuoso al 50% (0,5 mL) y se cuantificaron como sigue: primero se realizd
una disolucion blanco con acetonitrilo acuoso al 50% solo (1 mL).

Se mezclaron bien 5 pL de muestra y 995 pL de acetonitrilo al 50%, en un tubo de microcentrifuga, se transfirieron a
una cubeta y se obtuvo una lectura de absorbancia a 260 nm. El material en bruto se seca y se almacena a -20°C.

5. Purificacion de oligémeros

Los oligémeros en bruto se analizaron y purificaron por HPLC (Mono Q Pharmacia Biotech 5/50). El sistema tampon
es A = Tris HCI 100 mM en acetonitrilo en grado HPLC al 10% pH = 8, B = Tris-HCI 100 mM pH 8, acetonitrilo grado
HPLC al 10% NaCl 1M, caudal 1,0 mL/min, longitud de onda 260 nm. Para el ARN 21 mer no modificado es
normalmente adecuado un gradiente de NaCl de 0-0,6M. Se puede purificar una pequefna cantidad de material (~5
DO) y analizar por CGE o MS. Una vez que la identidad de este material se confirma el oligbmero en bruto puede
entonces purificarse usando una mayor cantidad de material, es decir 40 DO por marcha, caudal de 1 mL/min y una
longitud de onda menos sensible de 280 nm para evitar la saturacion del detector. La fracciones que contienen los
oligonucleétidos de longitud total se acumulan entonces, se evaporan y finalmente se desalan como se describe a
continuacion.

6. Desalado del oligémero purificado

El oligémero seco purificado se desalé entonces usando o cartuchos C-18 Sepak (Waters) o Sephadex G-25M
(Amersham Biosciences). El cartucho se acondicioné con 10 mL de cada de acetonitrilo, seguido por acetonitrilo al
50%, tampdn 100 mM (este puede ser acetato de trietilamonio, acetato sédico o acetato de amonio). Finalmente el
oligbmero purificado disuelto completamente en 10 mL de agua libre de RNAsa se aplicé al cartucho con elucion en
gotas muy lenta. El cartucho se lavé con agua (10 mL) para eliminar las sales. Y finalmente el oligdmero libre de sal
se eluy6 con acetonitrilo al 50% o metanol al 50% directamente en un vial de tapén de rosca.

7. Electroforesis capilar en gel (CGE) y electropulverizado LC/Ms

1 uL de oligémero aproximadamente a 0,04 DO se seca primero, se disuelve de nuevo en agua (2 uL) y después se
pipetea en viales especiales para CGE y analisis de LC/MS. En general, el desalado deberia realizarse antes del
analisis.

Tabla 4: Lista de oligonucleétidos de ARN sintetizados

ARNip | Secuencia

1S 5-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTAT-3' (SEQ ID NO:29)
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1AS
28
2AS
3S
3AS
4S8
4AS
58
5AS
6S
6AS
7S
7AS
8S
8AS
9S8
9AS
10S
10AS
11S
11AS
12S
12AS

5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT-3' (SEQ ID NO:30)
5-CUUACGCUGAGUACUUCGAUU-3' (ARN total) (SEQ ID NO:31)
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGUU-3' (ARN total) (SEQ ID NO:32)
5-CUUACGCUGAGUACUUCGAdT*dT-3' * = PS (SEQ ID NO:33)
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGAT*dT-3' * = PS (SEQ ID NO:34)
5'-C*UUACGCUGAGUACUUCGAdT*dT-3' * = PS (SEQ ID NO:35)
5-U*CGAAGUACUCAGCGUAAGAT*dT-3' * = PS (SEQ ID NO:36)
5-C*UUACGCUGAGUACUUCGA*dT*dT-3' * = PS (SEQ ID NO:37)
5-U*CGAAGUACUCAGCGUAAGAT*dT-3' * = PS (SEQ ID NO:38)
5'CUUACGCUGAGUACUUCGAU20meUzome3' (SEQ ID NO:39)
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGUzomeUzome-3' (SEQ ID NO:40)
5'CUUACGCUGAGUACUUCGAU*20meUzome 3' * = PS (SEQ ID NO:41)
5'-UCGAAGUACUCAGCGUAAGU*20meUz0ome-3' * = PS (SEQ ID NO:42)
5' C*UUACGCUGAGUACUUCGAU 2omeUzome 3' * = PS (SEQ ID NO:43)
5-U*CGAAGUACUCAGCGUAAGU*20omeUzome-3' * = PS (SEQ ID NO:44)
5-M1CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdTM2-3' (SEQ ID NO:45)
5-M1UCGAAGUACUCAGCGUAAGdTdTM2-3' (SEQ ID NO:46)
5-M1*CUUACGCUGAGUACUUCGAdTdT*M2-3' (SEQ ID NO:47)
5'-M1*UCGAAGUACUCAGCGUAAGATAT*M2-3' (SEQ ID NO:48)
5-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTATMS3-3' (SEQ ID NO:49)
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGATATMS-3' (SEQ ID NO:50)
5-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTAT*M3-3' * = PS (SEQ ID NO:51)
5-UCGAAGUACUCAGCGUAAGATdT*M3-3' * = PS (SEQ ID NO:52)

M1 = 3-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azucar (U) es -OCHa.
M2 = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azucar (U) es -OCHa.

M3 = 3'pirrolidina colesterol

* = PS = unién fosforotioato

Uzome significa que el sustituyente 2' del aztcar (U) es -OCHa.
dT =desoxitimidina

Tabla 5. Datos de masas para los oligonucleétidos en la Tabla 4

ARNip Masa esperada (amu) LC/MS (amu)
1S 6606,09 6606,67
1AS 6693,06 6692,93
2S 6610,91 6610,68
2AS 6697,01 6696,782
3S 6623,03 6622,76
3AS 6709,13 6708,71
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ARNip Masa esperada (amu) LC/MS (amu)
4S 6639,09
4AS 6725,2 6724
58 6655,16
5AS 6741,26 6740,56
6S 6638,96 6638,66
6AS 6725,06 6724,67
7S 6655,02 6654,57
7AS 6741,13
8S 6671,09 6670,79
8AS 6757,19 6756,84
9s 7247,29 7246,67
9AS 73334 7333,11
10S 7263,36
10AS 7349,46
11S 7312,41 7313,06
11AS 7398,51 7397
12S 7328,48 7329
12AS 741458 7415,39

Ejemplo 12: Actividad in vitro y citotoxicidad de ARNip quimicamente modificados
ARNip sintéticos

Se sintetizaron oligorribonucle6tidos que tienen como objetivo la luciferasa de luciérnaga (antisentido 5'-
UCGAAGUACUCUAGCGUAAGNN-3’) (SEQ ID NO:54) y se caracterizaron como se describe anteriormente. Doce
cadenas solo homosentido y doce solo antisentido se mezclaron en todas las posibles combinaciones para dar 144
fragmentos dobles de ARNip distintos. Las cadenas homosentido y antisentido se desplegaron en platos PCR de 96
pocillos (VWR, West Chester, PA) en tampdn de hibridacién (KOAc 10 mM, HEPES 30 mM, MgOAc 2 mM, pH 7,4)
para dar una concentracion final de fragmento doble 10 uM. La hibridacion se realizé6 empleando un ciclador térmico
(ABI PRISM 7000, Applied Biosystems, Foster City, CA) capaz de acomodar los platos de PCR. Los platos se
mantuvieron a 90°C durante un minuto y 37°C durante una hora. La formacion del fragmento doble se verificé por
electroforesis en gel de agarosa nativa de una muestra aleatoria de las 144 combinaciones homosentido y
antisentido.

Cultivo celular

Se cultivaron células HeLa SS6 a 37°C en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero
bovino fetal al 10% (SBF), 100 unidades/mL de penicilina, y 100 og/mL de estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Las células se transfirieron de forma regular para mantener el crecimiento exponencial. Veinticuatro horas antes de
la transfeccién de ARNip, las células se sembraron en platos blancos, opacos, de 96 pocillos (Costar, Corning, NY) a
una concentracion de 15.000 células/pocillo en 150 uL de DMEM libre de rojo fenol, libre de antibidtico (Invitrogen).

Ensayos de silenciamiento génico de luciferasa duales

La actividad in vitro de ARNip se determiné usando un ensayo de silenciamiento de luciferasa en formato de plato de
96 pocillos de alto rendimiento. Las células se transfectaron primero temporalmente con plasmidos que codifican la
luciferasa de luciérnaga (diana) y de renilla (control). Las transfecciones de ADN se realizaron usando Lipofectamine
2000 (Invitrogen) (0,5 pL/ug de ADN total) y los plasmidos gWiz-Luc (Aldevron, Fargo, ND) (200 ng/pocillo) y pRL-
CMV (Promega, Madison, WI) (200 ng/pocillo). Después de 2 h, se elimind el medio de transfeccién de plasmidos, y
se afiadieron ARNip que tienen como obijetivo la luciferasa de luciérnaga a las células a concentracién 100 nM. Las
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transfecciones de ARNip se realizaron usando TransIT-TKO (Mirus, Madison, WI) (0,3 oL/pocillo). Después de 24 h,
se analizaron las células para expresién de luciferasa tanto de luciérnaga como de renilla usando un luminémetro de
plato (VICTOR?, PerkinElmer, Boston, MA) y el kit de ensayo de luciferasa Dual-Glo (Promega). Las relaciones de
expresion de luciferasa de luciérnaga/renilla se usaron para determinar el porcentaje de silenciamiento génico
respecto a controles tratados por simulacion (sin ARNip).

Ensayos de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en paralelo con los ensayos de silenciamiento génico. Estos ensayo se
llevaron a cabo de manera exacta a los ensayos de silenciamiento génico (véase arriba) con la excepcion de que 24
h después de la transfeccion de ARNip, las células se analizaron por citotoxicidad en vez de silenciamiento génico.
La viabilidad celular relativa se determind por cuantificacion del contenido de ATP celular usando el kit de ensayo de
viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega).

Unos agentes de ARNi de control y candidato se delinean en la FIG. 15.

Los resultados de viabilidad celular relativa y los resultados de actividad se representan graficamente en las FIGs.
16 y 17, respectivamente. Esencialmente no se observé actividad con fragmentos dobles con AS 12;
aproximadamente se observo actividad del 50% con AS 9-11; y se observo actividad completa con AS 1-8.

Los monémeros de SMSR anclados a colesterol representativos se muestras en la FIG. 18. Un mondémero de SMSR
que tiene un soporte solido unido (inferior izquierda) puede incorporarse en el extremo 3’ de un ARN, p.ej., un
agente de ARNi. Un monémero de SMSR que tiene una amidita (inferior izquierda) puede incorporarse en el extremo
5’ 0 posicién interna de un ARN, p.ej., un agente de ARN.i.

Los datos de LCMS para un conjugado de 3’ colesterol después de purificacion PAGE se muestra en la FIG. 19.
Ejemplo 13:

Para evaluar las propiedades de permeacion celular de los ARNip conjugados con colesterol 11 cadenas
homosentido que contienen conjugado de 3’ colesterol se hibridaron con 1 cadena antisentido y se aplicé al cultivo
celular sin ningun agente de transfeccion. El fragmento doble 1S-1AS se usé como un control no modificado. La
expresion de luciferasa se silencié mediante el fragmento doble 11S-1AS con una respuesta a la dosis sin el agente
de transfeccion, mientras que el fragmento doble 1S-1AS no modificado no mostrd ningun silenciamiento génico
(véase la FIG. 20).

Ejemplo 14
5’-Colesterol-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTAT-3' (SEQ ID NO:55)

El compuesto 14-a (descrito p.ej., en la pagina 67) se usé para sintetizar los conjugados de ARNip donde el
colesterol se conjugd en el extremo 5’ de las moléculas de ARN.

La fosforamidita 14-a se disolvié en disolucion de acetonitrilo/cloruro de metileno 1:1 para dar una disolucién 0,2M.
Esta se us6 para el acoplamiento terminal durante la sintesis de oligonucleétidos. Para la oxidacion PO se usé
yodo/agua/piridina y para la oxidacion PS se usé disolucion de reactivo Beaucage 0,5M en acetonitrilo. El grupo
diamatoxitriotilo se eliminé en el sintetizador y la purificacion y caracterizaciéon se realizaron como se describe en el
ejemplo 11.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Alnylam Pharmaceuticals Inc.
<120> AGENTES DE ARNi MODIFICADOS
<130> 14174-079WO1

<150> US 60/465.665

<151> 2003-04-25

<150> US60/463.772

<151> 2003-04-17

<150> US 60/469.612

<151> 2003-05-09

<150> US 60/465.802

<151> 2003-04-25

<150> US 60/493.986

<151> 2003-08-08

<150> US 60/494.597

<151> 2003-08-11

<150> US 60/503.414

<151> 2003-09-15

<150> US 60/506.341

<151> 2003-09-26

<150> US 60/510.246

<151> 2003-10-09

<150> US 60/510.318

<151> 2003-10-10

<150> US 60/518.453

<151> 2003-11-07

<150> PCT/US04/07070

<151> 2004-03-08

<160> 60

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210> 1

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar

<400> 1
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Arg Gln Tle Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 2

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar
<400> 2

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gla Cys
1 5 16

<210> 3

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar

<400> 3

Gly Ala Leu Phe Leu Gly Trp Leu Gly Ala Bla Gly Ser Thr Met Gly
1 9 10 15
Ala Trp Ser Gln Pro Lys Lys Lys Arg Lys Val
20 25

<210>4

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar

<400> 4

Leu Leu Ile Ile Leu Arg Arg Arg Ile Arg Lys Gln Ala His Ala His
1 5 10 15

Ser Lys

<210>5

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar

<400> 5
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Gly Trp Thr Leu Asn Ser Rla Gly Tyr Leu Leu Lys Ile Asn Leu Lys

1 5 10 15
Ala Leu Ala Ala Leu Ala Lys Lys Ile Leu
20 25
<210> 6
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de modelo anfifilico
<400> 6

Lys Leu Ala Leu Lys Leu Ala Leu Lys Ala Leu Lys Ala Ala Leu Lys
1 5 10 15
Leu Ala

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar
<400> 7

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210> 8

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido de permeacion celular ejemplar
<400> 8

Lys Phe Phe Lys Phe Phe Lys Phe Phe Lys
1 5 10

<210>9

<211> 37

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares

<400>9
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Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu

1 5 10 15
Phe Lys Arg Ile Val Gln Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val
20 25 30
Pro Arg Thr Glu Ser
35
<210>10
<211> 31
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares
<400> 10

Ser Trp Leu Ser Lys Thr Ala Lys Lys Leu Glu Asn Ser Ala Lys Lys
1 5 10 15

Arg Tle Ser Glu Gly Tle Ala Ile Ala Ile Gin Gly Gly Pro Arg

20 25 30

<210> 11

<211> 30

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares
<400> 11

Ala Cys Tyr Cys Arg Ile Pro Ala Cys Ile Ala Gly Glu Arg Arg Tyr
1 5 10 15
Gly Thr Cys Ile Tyr Gln Gly Arg Leu Trp Ala Phe Cys Cys
20 25 30

<210> 12

<211> 36

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares

<400> 12
Asp His Tyr Asn Cys Val Ser Ser Gly Gly Gln Cys Leu Tyr Ser Ala
1 5 10 15
Cys Pro Ile Phe Thr Lys Ile Gln Gly Thr Cys Tyr Arg Gly Lys Ala
20 25 30
Lys Cys Cys Lys
35
<210> 13
<211>12
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares
<400> 13

Arg Lys Cys Arg Ile Val Val Ile Arg Val Cys Arg
1 5 10

<210> 14

<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares

<400> 14
Arg Arg Arg Pro Arg Pro Pre Tyr Leu Pro Arg Pro Arg Pro Pro Pro
1 5 10 15
Phe Phe Pro Pro Arg Leu Pro Pre Ary Ile Pro Pre Gly Fhe Pro Pro
20 25 30
Arg Phe Pro Pro Arg Phe Pro Gly Lys Arg
35 40
<210> 15
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptidos de permeacion celular ejemplares
<400> 15

Ile Leu Pro Tyxp Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado de forma sintética
<400> 16

Ala Ala Val Ala Leu Leu Pro Ala Val Leu Leu Ala Leu Leu Ala Pro
1 5 10 15

<210> 17
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido generado de forma sintética
<400> 17

Ala Ala Leu Leu Pro Val Leu Lauw Ala Ala Pro
1 5 10

<210> 18

<211> 13

<212> PRT

<213> Virus de inmunodeficiencia humana
<400> 18

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Gln
1 5 10

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Drosophila Antennapedia
<400> 19

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip de “direccionamiento dual”
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT= desoxitimidina

<400> 20

uaccagcacc caggugcugn n 21
<210> 21

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip de "direccionamiento dual”
<221> misc_feature

<222> 20, 21
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<223> n = dT= desoxitimidina

<400> 21

ccgggcaucc ggacgaguun n 21
<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip de direccionamiento dual
<221> misc_feature

<222>1,2

<223> n = dT= desoxitimidina
<400> 22

nnaugguagu gggucgacga c 21
<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip de “direccionamiento dual”
<221> misc_feature

<222>1,2

<223> n = dT= desoxitimidina

<400> 23

nnggcccguc geccageuca a 21
<210> 24

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2702942 T3

<223> ARNip bifuncional, pseudocomplementario

<221> misc_feature

<222>5

<223> n = A* = 2-aminoadenina
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT= desoxitimidina
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<400> 24

uaccngcacc caggugeugn n 21
<210> 25

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip bifuncional, pseudocomplementario
<221> misc_feature

<222> 16

<223> n = A* = 2-aminoadenina
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT= desoxitimidina
<400> 25

ccgggcaucc ggacgnguun n 21
<210> 26

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip bifuncional, pseudocomplementario
<221> misc_feature

<222>1,2

<223> n = dT= desoxitimidina
<221> misc_feature

<222>7

<223> n = U* = 2-tiouracilo
<400> 26

nnauggnagu gggucgacga c 21
<210> 27

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip bifuncional, pseudocomplementario

<221> misc_feature
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<222>1,2

<223> n = dT= desoxitimidina
<221> misc_feature

<222> 18

<223> n = U* 2-tiouracilo

<400> 27

nnggcccguc geccagenca a 21
<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 28

aagctggccc tggacatgga gat 23
<210> 29

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT= desoxitimidina
<400> 29

cuuacgcuga guacuucgan n 21
<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT= desoxitimidina
<400> 30

ucgaaguacu cagcguaagn n 21
<210> 31

<211> 21
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<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<400> 31

cuuacgcuga guacuucgau u 21

<210> 32

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<400> 32

ucgaaguacu cagcguaagu u 21

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT* =desoxitimidina, unién fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT =desoxitimidina

<400> 33

cuuacgcuga guacuucgan n 21

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT* =desoxitimidina, unién fosforotioato
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<221> misc_RNA

<222> 21

<223> n = dT =desoxitimidina

<400> 34

ucgaaguacu cagcguaagn n 21

<210> 35

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = C* = Cys unién fosforotioato

<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT* =desoxitimidina, union fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 21

<223> n =dT =desoxitimidina

<400> 35

nuuacgcuga guacuucgan n 21

<210> 36

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido generado de forma artificial
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = U* = union fosforotioato

<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT* =desoxitimidina, union fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT=desoxitimidina
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<400> 36

ncgaaguacu cagcguaagn n 21

<210> 37

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = C* = Cys unién fosforotioato

<221> misc_feature

<222>19

<223> n = Ala* = Ala unién fosforotioato

<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT* = desoxitimidina, unién fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT = desoxitimidina

<400> 37

nuuacgcuga guacuucgnn n 21

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n =U* = U unién fosforotioato

<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT* =desoxitimidina, union fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT =desoxitimidina
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<400> 38

ncgaaguacu cagcguaagn n 21

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<400> 39

cuuacgcuga guacuucgau 20

<210> 40

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<400> 40

ucgaaguacu cagcguaagu 20

<210> 41

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = U* = union fosforotioato

<400> 41

cuuacgcuga guacuucgan 20

<210> 42

<211> 20’

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20
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<223> n = U* = union fosforotioato
<400> 42

ucgaaguacu cagcguaagn 20
<210> 43

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = C* = Cys union fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = U* = union fosforotioato
<400> 43

nuuacgcuga guacuucgan 20
<210> 44

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222>1,20

<223> n = U* = union fosforotioato
<400> 44

ncgaaguacu cagcguaagn 20
<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azicar (U) es -OCH3
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<221> misc_feature

<222> 21,22

<223> n = dT =desoxitimidina,
<221> misc_feature

<222> 23

<223> n = M2 = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azicar (U) es -OCH3

<400> 45

ncuuacgcug aguacuucga nnn
<210> 46

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

23

ES 2702942 T3

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética

<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = M1 = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azicar (U) es -OCH3

<221> misc_feature

<222> 21,22

<223> n = dT =desoxitimidina
<221> misc_feature

<222> 23

<223> n = M2 = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azicar (U) es -OCH3

<400> 46

nucgaaguac ucagcguaag nnn
<210> 47

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

23

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética

<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = 3'-OMe-U, unién fosforotioato

<221> misc_feature
<222> 21

<223> n = dT = desoxitimidina

145



10

15

20

25

30

35

ES 2702942 T3

<221> misc_feature

<222> 22

<223> n = dT* =desoxitimidina, unién fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 23

<223> n = M2 = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azicar (U) es -OCH3

<400> 47

ncuuacgcug aguacuucga nnn 23

<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 1

<223> n = 3'-OMe-U, unién fosforotioato

<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT = desoxitimidina

<221> misc feature

<222> 22

<223> n = dT* = desoxitimidina, unién fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 23

<223> n = M2 = 3'-OMe-U, en que el sustituyente 3' del azicar (U) es -OCH3

<400> 48

nucgaaguac ucagcguaag nnn 23

<210> 49

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT = desoxitimidina
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<221> misc_feature

<222> 22

<223> n = M3 = 3' pirrolidina colesterol
<400> 49

cuuacgcuga guacuucgan nn 22
<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT = desoxitimidina

<221> misc_feature

<222> 22

<223> n = M3 = 3' pirrolidina colesterol
<400> 50

ucgaaguacu cagcguaagn nn 22
<210> 51

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT = desoxitimidina

<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT* = desoxitimidina, unién fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 22

<223> n = M3 = 3' pirrolidina colesterol
<400> 51

cuuacgcuga guacuucgan nn 22

<210> 52

147



10

15

20

25

30

35

ES 2702942 T3

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20

<223> n = dT = desoxitimidina

<221> misc_feature

<222> 21

<223> n = dT* = desoxitimidina, unién fosforotioato
<221> misc_feature

<222> 22

<223> n = M3 = 3' pirrolidina colesterol

<400> 52

ucgaaguacu cagcguaagn nn 22

<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 21,22

<223>n=A,C, G, U, T, dT, U2'OMe, o 3'OMe-U
<400> 53

ucgaaguacu cuagcguaag nn 22

<210> 54

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido generado de forma sintética
<221> misc_feature

<222> 20, 21

<223> n = dT = desoxitimidina

<400> 54
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cuuacgcuga guacuucgan n 21
<210> 55

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip generado de forma sintética
<400> 55

cuuacgcuga guacuucga 19

<210> 56

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip generado de forma sintética
<400> 56

ucgaaguacu cagcguaag 19

<210> 57

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip generado de forma sintética
<400> 57

cuuacgcuga guacuucga 19

<210> 58

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip generado de forma sintética
<400> 58

ucgaaguacu cagcguaag 19

<210> 59

<211> 19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> ARNip generado de forma sintética
<221> misc_difference

<222> 1

<223> n = C* = Cys union fosforotioato
<400> 59

nuuacgcuga guacuucga 19

<210> 60

<211>19

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARNip generado de forma artificial
<221> misc_feature

<222> 2

<223> n = C* = Cys unién fosforotioato
<400> 60

ungaaguacu cagcguaag 1

ES 2702942 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de ARNi que comprende una primera cadena y una segunda cadena, en el que al menos una
subunidad que tiene una formula (I) se incorpora en al menos una de dichas cadenas:

R R®

RzA/x \r 5

R® z
A

R4

En la que:

X es N(CO)R” o NR7;

Y es CR°R10;

Z esta ausente;

Uno de R', R2, R%, R4 R°y R'0 es OR?y uno de R', R%, R3 R* R°y R'" es (CH2)»OR®, o

Uno de R', R2, R3, R4 R°y R'" es (CH2)nOR?2 y uno de R', R?, R3, R*, R y R'% es OR®,

En el que el resto de R, R2, R3, R*, R® y R0 son H;

Cada uno de R® y R® es, independientemente, H, o alquilo C1-Cs opcionalmente sustituido con 1-3 R'S;
R” es RY; o alquilo C1-Czo sustituido con NR°R¢ o NHC(O)R¢;

R'3 es hidroxi, alcoxi C1-C4 0 halo;

R2 es:
A
|
—p B
|
C ;
RP es
A
.
| O—— cadena
}

Cada uno de Ay C es, independientemente, O 0 S;

BesOH, O, 0
1]
8] .Ll Q-—pP—O0OH

o o
Re¢ es H o alquilo C1-Ce;

RY es un ligando elegido de un radical de colesterol; un radical de carbohidrato; y colesterol;

151



10

15

20

25

30

y

n

e

2
3
4
5
6.
7
8
9

ES 2702942 T3

es 1-4;

n el que la subunidad se sitGa en el extremo 3’ 0 5’ de la primera cadena o la segunda cadena.
. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R' es (CH2)nORP y R3 es ORa.

. El compuesto segln la reivindicacion 2, en el que R' y R® son cis.

. El compuesto segln la reivindicacién 2, en el que R' y R® son trans.

. El compuesto segun la reivindicacion 2, en el que n es 1.

El compuesto segun la reivindicacién 2, en el que A es O.

. El compuesto segun la reivindicacion 2, en el que A es S.

. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R' es (CH2)nOR2 y R3 es ORP.

. El compuesto segn la reivindicacion 2, en el que R7 es (CH2)sNHR? o (CH2)sNHC(O)Rd.

10. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R' es OR? y R® es (CH2)nOR?.

1

1. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R' es OR2 y R3 es (CH2)nOR®.

12. El compuesto segun la reivindicacion 11, en el que R' y R® son cis.

13. El compuesto segun la reivindicacion 11, en el que R' y R® son trans.

14. El compuesto segun la reivindicacion 11, en elque nes 1.

15. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R' es (CH2)nORP y R® es ORz.

16. El compuesto segln la reivindicacion 15, en el que R' y R® son cis.

17. El compuesto segUn la reivindicacion 15, en el que R' y R® son trans.

18. El compuesto segun la reivindicacion 15, en elque n es 1.

19. El compuesto segUn la reivindicacion 1, en el que R' es OR? y R® es (CH2)nORP.

20. El compuesto segun la reivindicacion 19, en el que R' y R® son cis.

2

1. El compuesto segun la reivindicacion 19, en el que R' y R® son trans.

22. El compuesto segun la reivindicacion 19, en el que n es 1.

2
2
2
2
2
2
2

3. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R es (CH2)nOR?2 y R® es OR®.
4. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R' es ORP y R® es (CH2)nORz.
5. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R® es (CH2)nORP y R® es ORz.
6. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R® es (CH2)nOR? y R® es ORP.
7. El compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es OR?2 y R® es (CH2)nOR®.
8. El compuesto segln la reivindicacion 1, en el que R® es OR? y R® es (CH2)nOR?.

9. Una composicion farmacéutica que comprende un agente de ARNi segln la reivindicacion 1 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

3

0. Un kit que comprende un agente de ARNi segun la reivindicacién 1, un recipiente estéril en que el agente de

ARNi se describe, e instrucciones de uso.
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