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plementary to the sense strand, the double-stranded
RNA being capable of inhibiting the expression of
the target gene, the sense strand having a lipid
linked to at least one of the first to sixth nucleotides
from the 5' end side directly or via a linker.
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DESCRIPTION
LIPID-MODIFIED DOUBLE-STRANDED RNA
HAVING POTENT RNA INTERFERENCE EFFECT

TECHNICAT, FIELD

The present invention relates to a lipid-modified
double-stranded RNA that can efficiently inhibit the expression
of a target gene. More specifically, the present invention
relates to a lipid-modified double-stranded RNA which has high
resistance to nuclease and high cellular uptake efficiency, and

produces an excellent RNA interference effect.

BACKGROUND ART

The development of drugs for the efficient treatment of
intractable diseases, such as cancer and AIDS, is an important
object to be achieved in the life science field. One potential
method to achieve this object is using genetic medicines that act
only on specific genes. In particular, an RNA interference (RNAi)
method using a short double-stranded RNA 21 bases long {(small
interfering RNA: siRNA) has recently been attracting much
attention as such a genetic medicine. The RNAi method was first
reported by Fire et al. in 1998 (see Non-Patent Document 1).
According to the report of Fire ét al., when a double-stranded
RNA of about 100 base pairs that is homologous to a specific
region of a gene whose function is to be inhibited is introduced
into cells, the double-stranded RNA is digested by the action of
Dicer into fragments of about 20 to 25 base pairs, and then
complexed with a plurality of proteins to form a RNA/protein
complex (this complex is referred to as a RISC: a RNA-Induced
Silencing Complex), which binds to a homologous site of mRNA
produced from the target gene and thereby potently inhibits gene
expression. However, it was reported that when a long double-
stranded RNA of about 30 base pairs or longer is introduced into
mammalian cells, an interferon response, which is an antiviral

response, is induced, thus causing the phenomenon of apoptosis..
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Therefore, it was considered difficult to apply the RNAi method
to mammals. Tuschl et al. thus chemically synthesized a 21-base-
long double-stranded RNA that has dangling ends at both the 3’
ends, and reported that when such a double-stranded RNA is
directly introduced into mammalian cells, the double-stranded RNA
can potently inhibit gene expression sequencé—specifically, while
avoiding an interferon response (see Non-Patent Document 2).
Tuschl et al. further synthesized short double-stranded RNAs
consisting of a double-stranded region of 19 base pairs and
dangling end(s) of various lengths at the 3’ or 5’ ends, and
in#estigated their RNA interference effects. As a result,
observations show that 21-base-long siRNA having a dangling end
of 2 bases at both the 3’ ends demonstrated a very potent RNA
interference effect, whereas no other type of short double-
stranded RNA exhibited a remarkable RNA interference effect.
Based on this report, the RNA interference method using a 21-
base-long double-stranded RNA having a dangling end of 2 bases at
both the 3’ ends is commonly used. The method of inhibiting the -
expression of a target gene using a short double-stranded RNA 21
bases long is herein referred to as the “siRNA method”, to
distinguish it from the RNAi method.

Because the siRNA method uses synthetic RNA, sample
preparation is comparatively easy, and handling is also easy;
furthermore, very potent effects can be produced. Therefore, the
SiRNA method has been attracting much attention not only in the
life science field, but also in the biotechnology business field.

However, this excellent siRNA method also has problem
to be solved. As described above, siRNA is composed of an RNA
molecule that is readily decomposed by the action of nuclease.
Compared to single-stranded RNA, the double-stranded RNA region
has a comparatively high resistance to nuclease contained in
medium and/or a cell. However, a double-stranded RNA consisting
of 19 base pairs scarcely produces the known RNA interference
effects. As such, it has been reported that when introduced into

cells containing a target gene sequence, although synthetic siRNA
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produces a potent gene expression-inhibitory effect for about 2

to about 4 days, its RNA interference effect is sharply reduced

thereafter, and is almost completely lost in about seven days.

Various chemically modified siRNAs have recently been
reported to provide synthetic siRNAs with enhanced cellular
uptake efficiency and prolonged, highly active RNA interference
effects. For example, to enhance the resistance to exonuclease
digestion, siRNAs modified with an amino group, a thiol group, or
an abasic site on the end of the siRNA have been synthesized.
However, it has been reported that most of the terminally
modified siRNAs 21 bases long have remarkably reduced RNA
interference effects.

In recent years, J. Rossi et al. reported that a
double~stranded RNA of 27 base pairs produces an RNA interference
effect that is about 100 times greater than that of a double-
stranded RNA of 21 base long (see Non-Patent Document 3). This is
presumably because after an RNA of 27 base pairs is cleaved with
an RNase III-like enzyme, Dicer, into a 2l-base-long siRNA, the
protein complex RISC recognizes the siRNA, so that the siRNA
effects can be produced with a high efficiency.

As described above, because 27-base long RNA can
produce excellent RNA interference effects, expectations to use
this RNA as a genetic medicine aretincreasing. However, the
technical method effective for enhancing the RNA interference
effect of the 27-base-long RNA is completely unknown. Furthermore,
the technical method for enhancing the RNA interference effect of
a double-stranded RNA shorter or longer than 27 bases, which has
an RNA interference effect, is also unclear.

Double-stranded RNAs having RNA interference effects
are generally configured to have dangling ends. RNAs with no
dangling ends (i.e., having blunt ends) have also been
investigated for their RNA interference effects. The results,
however, suggest that the RNA interference effects of double-
stranded RNAs blunt-ended on the 5/ end side of the sense strand

are substantially the same as, or lower than those of double-
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stranded RNAs having a dangling end on the 5’ end side of the
sense strand (see Non—-Patent Document 4).

Lipids have high cell membrane permeability, and are
known to be useful to deliver drugs into cells. Linking such a
lipid to a double-stranded RNA having an'RNA interference effect
is expected to increase the cellular uptake efficiency and
thereby produce more potent RNA interference effects. However, it
is known that when a lipid is simply linked to a double-stranded
RNA having an RNA interference effect, the RNA interference

effect is sharply reduced. In the prior art, a lipid-modified

- double-stranded RNA having both an excellent RNA interference

effect and a useful effect based on a lipid had yet to be
constructed. '

Non-Patent Document 1: Fire et al., Nature, 391, 806-811 (1998)
Non-Patent Document 2: Tuschl et al., EMBO Journal, 20, 6877-6888
(2001)

Non—-Patent Document 3: J. Rossi et al., Nature Biotech., 23, 222-
226 (2005)

Non-Patent Document 4: J. T. Marques et al., Nature Biotech., 24,
559-565 (2005) . |

DiSCLOSURE OF THE INVENTION
PROBLEM TO BE SOLVED BY THE INVENTION

An object of the present invention is to provide a
novel double-stranded RNA that has high nuclease resistance and
high cellularvuptake efficiency, and that is capable of producing
an excellent RNA interference effect. Another object of the
present invention is to provide a pharmaceutical composition
containing the novel double-stranded RNA. A further object of the
present invention is to provide a method of inhibiting the
expression of a target gene, comprising introducing the novel -
double~stranded RNA into cells to inhibit the expression of the

target gene.

MEANS FOR SOLVING THE PROBLEM



10

15

20

25

30

35

WO 2009/054551 " PCT/JP2008/069829
-5-

The present inventors conducted extensive research to
achieve the above objects, and found that when a lipid is linked,
directly or via a linker, to at least one of the first to sixth
nucleotides from the 5/ end of a sense strand of a double-
stranded RNA comprising the sense strand having a nucleotide
sequence complementary to a target sequence in a target gene, and
an antisense straﬁd having a nucleotide sequence complementary to
the sense strand, the double-stranded RNA being capable of
inhibiting the expression of the target gene, the thus-

-constructed double-stranded RNA has high nuclease resistance and

high cellular uptake efficiency, and produces an excellent RNA
interference effect. The present invention was accomplished as a
result of further research, based on this finding.

More specifically, the present invention provides the
following lipid—mbdified double-stranded RNA, pharmaceutical’
compositions containing the novel double-stranded RNA, methods of
inhibiting the expression of a target gene, etc.

Item 1. A lipid-modified double-stranded RNA comprising a sense
strand having a nucleotide sequence complementary to a target
sequence in a target gene, and an antisense strand having a
nuclectide sequence complementary to the sense strand, the ,
double-~-stranded RNA being capable of inhibiting expression of the
target gene, and the sense strand having a lipid linked to at
least one of the first to sixth nucleotides from the 5’ end
directly or via a linker. '

Item 2. A lipid-modified double-stranded RNA according to Item 1
which is blunt—eﬁded on the 5’ end side of the sense strand, and
is blunt-ended or has a dangling end on the 3’ end side of the
sense strand.

Item 3. A lipid-modified double-stranded RNA according to Item 1
which has dangling ends on both the 5’ and 3' end sides of the
sense strand.

Item 4. A lipid-modified double-stranded RNA according to any one
of Items 1 to 3 wherein the sense strand consists of 21 to 27

nucleotides.
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Item 5. A lipid-modified double-stranded RNA according to Item 2

which is blunt-ended on both the 5’ and 3’ end sides of the sense

strand, and in which each of the sense and antisense strands

consists of 27 nucleotides.

Item 6. A lipid-modified double-stranded RNA according to Item 2

which is blunt-ended on both the 5’ and 3’ end sides of the sense

strand, and in which each of the sense and antisense strands

consists of 23 nucleotides.

Item 7. A lipid-modified double-stranded RNA according to Item 2

which is blunt-ended on the 5’ end side of the sense strand, the

sense strand consisting of 25 nucleotides, and the antisense

strand consisting of 23 nucleotides.

Item 8. A lipid-modified double-stranded RNA accordlng to Item 3,

wherein each of the sense and antisense strands consists of 21

nucleotides.

Ttem 9. A lipid—modified double-stranded RNA according to any one’

of Items 1 to 8, wherein the lipid is a fatty acid having 6 to 50
carbon atoms. '
Item 10. A lipid-modified double-stranded RNA according to any
one of Items 1 to 9, wherein the lipid is lauric acid, stearic
acid, myrlstlc acid, or palmitic acid.
Ttem 11. A lipid-modified double-stranded RNA according to any
one of Ttems 1 to 10, wherein the lipid is linked to at least one
of the first to sixth nucleotides from the 5’ end of the sense
strand via a linker, the linker being represented by the
structural formula

—NH- (CHz) p1— (L-4)
wherein nl is an integer of 1 to 40.
Item 12. A pharmaceutical composition comprising the lipid-
modified double-stranded RNA of any one of claims 1 to 10 and a

pharmaceutically acceptable base.

Item 13. Use of the lipid-modified double-stranded RNA of any one

of Items 1 to 10 for the production a pharmaceutical composition
in order to inhibit the expression of a target gene.

Ttem 14. A method of inhibiting the expression of a target gene
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comprising introducing a lipid-modified double-stranded RNA of

any one of claims 1 to 10 into cells to inhibit the expression of

the target gene.

- EFFECT OF THE INVENTION

The lipid-modified double-stranded RNA of the present
invention is modified with a lipid in the 5’ end side of the
sense strand, thereby producing a significantly increased RNA
interference effect. More specifically, the lipid-modified
double-stranded RNA has a lipid linked to a specific site of the
RNA, and thus has remarkably enhanced resistance to nuclease and
cellular uptaké efficiency, without impairing Dicer processing or
the binding of RNA to RISC, and thus can greatly contribute to
medical use. |

The lipid-modified double-stranded RNA of the present
invention has excellent ability of intracellular delivery, even
when used alone. Therefore, the lipid-modified double-stranded
RNA can be introduced into cells without the use of any known
gene transfection reagents, or using a known gene transfection
reagent in a reduced amount. Therefore, the lipid-modified
double-stranded RNA of the present invention can inhibit the
expression of cytotoxicity, which is a concern when using known
gene transfection reagents, thereby ensuring a high degree of
safety in clinical applications.

Thus, the expression of the target gene can be more
effectively inhibited or impaired by using the pharmaceutical
composition of the present invention or by using the method of
inhibiting the expression bf a target gene according to the

present invention.

BEST MODE FOR CARRYING OUT THE INVENTION

In this specification, the “blunt end” or “blunt-ended”
refers to a terminal structure of a double-stranded RNA in which
bases in the terminal region of a sense strand and bases in the

terminal region of an antisense strand complementary to the sense
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strand are paired without forming a single strand. The “dangling
end” refers to a terminal portion of a nucleotide sequence in
which a single strand is present without forming a double strand,
because complementary bases are not present in the terminal
region of the sense strand of the double-stranded RNA.or the
terminal region of the antisense strand complementary to the
sense strand.

The lipid-modified double-stranded RNA of the invention
comprises a sense strand having a nucleotide sequence
complementary to a target sequence in a target gene.

The target gene herein refers to a gene whose

~ expression is to be inhibited by the RNA interference effect. The

target gene of the lipid-modified double-stranded RNA of the
invention is not particularly limited, and can be suitably
selected according to the intended use of the lipid-modified
double-stranded RNA.

The targetisequence in the target gene is not
particularly limited as long as the expression of the gene can be
inhibited by RNA interference effects. The target‘sequence can be
suitably determined according to a known method, for example,
using an NCBI BLAST search, etc. For‘example, the target sequence
may be a region consisting of 19 to 30 bases following the bases
“AA” in the exon region 50 to 100 bases downstream of the start
codon of the coding region (ORF) of the target gene, and having a
GC content of about 50%. It is experientially known in this field
that excellent RNA interference effects can be obtained using a
strand COmplementary to such a target sequence. For example, the
target sequence can be determined according tc the instructions
of IDT (Integrated DNA Technologies, Inc.; Dicer Substrate RNA1L
Design). A recent report revealed that a double-stranded RNA
having high RNA interference effects can be produced by
constructing a double-stranded RNA which has: (i) an A/U pair on
the 5’ end side of the antisense strand; (ii) a G/C pair on the
5/ end side of the sense strand; and (iii) about five A/U pairs

on the 5’ end side of the antisense strand; (iv) énd does not -
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have nine or more G/C pairs (Ui-Tei et al., Nucleic Acids Res.,
32, 936-948 (2004)).
When the sense strand of the lipid-modified double-—

stranded RNA of the invention does not have a dangling end, the

‘sense strand consists of a nucleotide sequence complementary to

the target sequence. When the sense strand has a dangling end at
the 5’ end and/or the 3’ end, the sense strand consists of a
nucleotide sequence having a nucleotide sequence complementary to
the target sequence, and a nucleotide sequence of the dangling
end linked to the 5’ end and/or the 3’ end of the complementary
nucleotide sequence.

As long as the RNA interference effect can be achieved,
the number of nucleotides that constitute the sense strand of the
lipid-modified double—stranded‘RNA of the invention is not
particularly limited, and can be suitably determined according to
the desired structure of the double~stranded RNA. The number of
nucleotides is usually 21 to 27, preferably 21, 23, 25, or 27,
and more preferably 21, 23, or 27. When the sense strand does not
have a dangling end, the number of nucleotides that constitute
the sense strand herein means the total number of nucleotides

constituting the nucleotide sequence complementary to the target

sequence. When the sense strand has a dangling end, the number of

nucleotides that constitutes the sense strand means the sum of
thé number of nucleotides constituting the dangling end and the
number of nucleotides constituting the nucleotide sequence
complementary to the target sequence. The lipid-modified double~
stranded RNA of the invention comprises an antisense strand
having a nucleotide sequence complementary to the sense strand.
When the antisense strand of the lipid-modified double-
stranded RNA of the invention does not have a dangling end, the
antisense strand consists of a nucleotide sequence complementary
to a part or all of the “nucleotide sequence complementary to a

target sequence” of the sense strand. When the antisense strand

;has a dangling end at the 5’ end and/or the 3’ end, the antisense

strand consists of: a nucleotide sequence complementary to a part

IS
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or all of the “nucleotide sequence complementary to a target
sequence” of the sense strand; and a nucleotide sequence of the
dangling end linked to the 5’ end and/or the 3’ end of the
complementary nucleotide sequence of the antisense strand. As
long as the RNA interference effect can be achieved, the number
of nucleotides that constitute the antisense strand in the lipid-
modified double-stranded RNA of the invention is not particularly
limited, and can be suitably determined according to the desired
structure of the double-stranded RNA. The number of the
nucleotides is usually 21 to 27, preferably 21, 23, 25, or 27,
and more preferably 21, 23, or 27. When the antisense strand does
not have a dangling end, the number of nucleotides that
constitute the antisense strand means the total number of ‘
nucleotides constituting the nucleotide sequence complementary to
the target sequence. When the antisense strand has a dangling end,
the number of nuclectides that constitute the antisenée strand
means the sum of the number of nucleotides constituting the
dangling end, and the number of nucleotides constituting the
nucleotide sequence complementary to the target éequence.

The nucleotides that constitute the sense strand and
the antisense strand of the lipid-modified double-stranded RNA of
the invention are basically ribonucleotides. To enhance the
resistance to enzymatic digestion, the RNA sequence may contain
various chemically modified nucleotides, such as 2’—O—methyi—
modified nucleotides, 2'-F-modified nucleotides, LNA (Locked
Nucleic Acid) nucleotides, deoxyribonucleotides, or the like.
Particularly, when the lipid-modified double-stranded RNA of the
invention has a dangling end, the dangling end of the sense
strand and/or the antisense RNA may be composed of
deoxyribonucleotides. Examples of such chemically modified
nucleotides include phosphate backbone-modified nucleotides such
as phosphorothiocate-modified DNA/RNA and boranophosphate-modified
DNA/RNA; 2’-modified nucleotides such as 2’-~0Me-modified RNA and
2’ ~F-modified RNA; modified nucleotides obtained by crosslinking

a sugar molecule of a nucleotide, such as LNA (Locked Nucleic
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Acid) and ENA (2’-0,4’-C-ethylene-bridged nucleic acids);

modified nucleotides having different backbones, such as PNA

(Peptide Nucleic Acid) and morpholine-nucleotide; base-modified

nucleotides such as 5-fluorouridine and 5-propyluridine; and the

like.

The lipid-modified double-stranded RNA of the invention
is not particularly limited structurally, as long as the sense
and antisense strands are hybridized into a double>strand. For
example, the lipid-modified double-stranded RNA preferably has
the following structure: a structure (A) in which the double-
stranded RNA is blunt-ended (i.e. has a blunt end) on the 5’ end
side of the sense strand, and is blunt-ended or has a dangling
end (single-stranded region) on the 3’ end side of the sense
strand; a structure (B) in which the double—stranded RNA has
dangling ends on the 5’ and 3’ end sides of the sense strand. The
structure in which the double-stranded RNA has a dangling end on
the 3’ end side of the sense strand includes cases when.the 37—
end region of the sense strand forms a dangling end, and cases
when the 5’ -end region of the antisense strand forms a dangling
end. The structure»in which the double-stranded RNA has a
dangling end on the 5’ end side of the sense strand includes the
case in which the 5’ end region of the sense strand forms a
dangling end, and the case in which the 3’ end regioﬁ of the
antisense strand forms a dangling end.

Among the double-stranded RNAs that can be used to form
the lipid-modified double-stranded RNA of the invention, double-
stranded RNAs having the structures (A-1) to (A-~3) shown below
are particularly preferable among those having the above
structure (A), and double-stranded RNAs of the structure (B-1)
shown below are particularly preferable among those having the
above structure (B) to achieve a further enhanced RNA
interference effect. The structure (A-1), in which the double-
stranded RNA is blunt-ended on both the 5’ and 3’ end sides of
the sense strand, and each of the sense and antisense strands

consists of 27 nucleotides; the structure (Ae2), in which the
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double-stranded RNA is blunt-ended on both the 5’ and 3’7 end
sides of the sense strand, and each of the sense and antisense

strands consists of 23 nucleotides, respectively; the structure

- (A-3), in which the double-stranded RNA is blunt-ended on the 5’

end side of the sense strand, and the sense strand consists of 25
nucleotides, and the antisense strand consists of 23 nucleotides;
and the structure (B-1l), in which the double-stranded RNA has
dangling ends each consisting of two nucleotides on both the 3’
end of the sense strand and the 3’ end of the antisense strand,
and each of the sense and antiéense strands consists of 21
nucleotides.

More specifically,in the structures (A-1) and (A-2),
sense and antisense strands are hybridized without no dangling
end formed on the ends. In the structure (A-3), sense and
antisense strands are hybridized so that the double-stranded RNA
is blunt-ended on the 5’ end of the sense strand, and the first
and second nucleotides from the 3’ end of the sense strand form a
dangling end. The structure (B-1) is that the first to 19th
nucleotides from the 5’ end of the sense strandvand the third to
21st nucleotides from the 3’ end of the antisense strand are
hybridized so that the first and second nucleotides from the 3’
end of the sense strand, and the first and second nucleotides
from 3’ end of the antisense strand form dangling ends,
respectively.

The lipid-modified double-stranded RNA of the invention
has at least one lipid linked to at least one of the first to
sixth nucleotides from the 5’ end of the sense strand. The lipid-
modified double-stranded RNA of the invention has no
substitutents at any other position than the 5’ end region of the
sense strand. More specifically, no substituents are present in
any other area than the 5/ end region of the sense strand and in
the antisense strand, and these areas consist of nucleotides.
Linking lipid(s) only to the 5’ end region of the sense strand
can enhance cellular uptake efficiency and provide a remarkably

excellent RNA interference effect.
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The lipid linked to the sense strand of the lipid-

modified double-stranded RNA of the invention is not particularly

limited, and examples thereof include simple lipids (esters of

fatty acids with various alcohols); complex lipids such as
phospholipids and glycolipids; derived lipids such as fatty acids,
higher alcohols, lipid soluble vitamins, steroids, and
hydrocarbons. To enhance the cellular uptake efficiency and the
RNA interference effect, the lipid used is preferably a derived
lipid, more preferably a fatty acid having 6 to 50 carbon atoms,
still more preferably a fatty acid having 10 to 22 carbon atoms,
particularly preferably a fatty acid having 12 to 18 carbon atoms,
more particularly preferably lauric acid, stearic acid, myristic
acid, or palmitic acid, and most preferably palmitic acid.

The manner of linking of the lipid to the sense strand
to form the lipid-modified double~stranded RNA of the invention
is not particularly limited. The lipid may be linked directly or
via linker to the sense strand. In the present invention, the
linker via which the lipid is linked to the sense strand is not
the linker consisting of nucleic acid. The linker is not
particularly limited as long as the lipid and the sense strand
can be linked therethrough. For example, linkers having the

following structures can be used as the linker:

-0~-Co-0- (L-1)
~NH-CO~0~ (L-2)
—-NH-CO-NH- (L-3)
—NH- (CHz) n1~ (L-4)
-S-(CHz) n1— (L-5)
—CO— (CHy) n1~CO— (L-9)
—CO- (CHz) n1—NH- (L-7)
~NH~- (CHz) n1—NH- (I~8)
—CO-NH~ (CHy) n1—NH~CO- (L-9)
~C (=S) -NH~- (CHy) 3 ~NH-CO~ (L-10)
-C (=S) -NH- (CHp) n;~NH-C— (=3) - (L-11)
-CO-0-{CHyz) n1~0~CO~- (1-12)

—-C(=8) -0~ (CHj) n;-0-CO~ {(L-13)
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~C (=8) ~0~ (CHp) n1—0-C- (=S) ~ (L-14)

~CO-NH~ (CHa) y1-0~CO- (L~15)
~C (=S) ~NH- (CHz) n1~0~CO- (1-16)
~C (=S) ~NH~ (CHz) n1-0—-C— (=8) = (L~17)
~CO-NH- (CHy) n3~0—~CO- (L-18)
~C (=8) ~NH~ (CHy) n1—CO- (L-19)
~C (=S) O~ (CHy) n1~NH-CO- (L-20)
- —C(=8)~NH- (CHz) ni—O-C— (=8) - (L~21)
—NH- (CHCH,0) no—CH (CH,0H) — (L=-22)
—NH- (CH2;CH20) n2—-CHp— {(L—-23)

In the above Formulas (1L-4) to (L-21), nl1 is an integer

of 1 to 40, preferably an integer of 2 to 20, and more preferably

‘an integer of 2 to 12.

In the above Formulas (L-22) and (I~-23), n2 is an
integer of 1 to 20, preferably an integer of 1 to 10, and more
preferably an integer of 1 to 6.

The linkers of Formulas (L-4) to (L-23) may link the
sense strand on either the left or right side. Preferably, a
specific site of the sense strand (or the nucleic acid of nucleic
acid conjugate) is linked on the right side of the linkers of
Formulas (L-4) to (I—23), and a lipid is linked on their left
side.

The linking site of the lipid to the linker may be
appropriately selected according to the types of lipid and linker
used. For example, when a fatty acid is used as the lipid, it can
be linked via an ester bond, an amide bond, or like bond formed
between the carboxyl group of the fatty acid and the linker. More
specifically, when a fatty acid is used as the lipid, the lipid
is preferably linked by substitution of -OH of the carboxyl group
of the fatty acid with the linker.

The linker is suitably selected accordihg to the type
of lipid to be linked. When a fatty acid is used as the lipid,
the linkers represented by Formula (L-4) are preferably used.

In addition to the above-~mentioned linkérs, other

linkers are also usable. Examples thereof include bifunctional
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linkers (linkers containing two fﬁnctional groups), such as N-
succinimidyl=3~ (2-pyridyldithio) propionate, N-4-maleimide butyric
acid, S—(2~pyridyldithio)cysfeamine, iodoacetoxysuccinimide, N-
(4—maleimidebutyloxy)succinimide, N-[5- (3" -maleimide
propylamide) ~1~carboxypentyl] iminodiacetic acid, N-(5-
aminopentyl)-iminodiacetic acid, and the like. In the sense
strand, the nucleotide linked to the lipidvor to the linker used
for linking the lipid is not particularly limited, as long as it
is at least one of the first to sixth nucleotides from the 5’ end
of the sense strand, preferably at least one of the first to
fourth nucleotides from the 5’ end, more preferably the first
and/or second nucleotide from the 5/ end, and particularly
preferably the nucleotide on the 5’ end (the first nucleotide
from the 5’ end).

The linking site of the sense strand to the lipid or to
the linker used for linking the lipid is not particularly limited.
It is preferably linked by substitution of the hydrogen atom of
the hydroxyl group of the phosphoric acid portion of a specific
nucleotide of the sense strand.

The number of lipids linked to the lipid-modified
double~stranded RNA of the inventionlis not particularly limited.
For example, one to three lipids, preferably one or two lipids,
and more preferably one lipid can be linked.

The lipid-modified double-stranded RNA of the invention
can be produced by synthesizing a sense strand having at least
one lipid linked thereto, and an antisense strand, respectively,
and hybridizing the sense and antisense strands according to
known methods. The sense strand having a lipid linked thereto can
also be produced according to known synthetic methods.

The mbdified double-stranded RNA of the invention can

be introduced into cells to inhibit or impair the expression of a

target gene, and therefore can be used as a pharmaceutical for
inhibiting or impairing the expression of a target gene or a
composition for gene therapy, i.e., a pharmaceutical composition.

The pharmaceutical composition of the invention can be formulated
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into various dosage forms. Examples of dosage forms of the
pharmaceutical composition of the invention include liquid
preparations such as liquids (such as syrups), drops, and
injections; solid preparations such as tablets, pills, powders,
granules, and capsules (such as soft capsules); and the like.
When the pharmaceutical composition of the invention is a liquid
preparation, the composition may be cryopreserved, or preserved
after removing water therefrom by lyophilization, etc.
Lyophilized preparations and dry syrups, etc. may be used in the
form of solutions by adding distilled water for injection,
sterile water or the like when used. When the pharmaceutical
composition of the invention is a solid preparation, the
composition may be used in the form of a solution by adding
distilled water for injection, sterile water, or the like, when
used.

The pharmaceutical composition may consist of a lipid-
modified double-stranded RNA alone, or may further contain a
pharmaceutically acceptable carrier, if necessary. The carrier
to be used is not particularly limited as long as it does not
impair the target gene expression inhibitory effect of the
modified double-stranded RNA of the invention, and cén be
suitably selected according to the dosage form. Examples of
carriers that can be used include purified water, agueous sugar
solutions, buffers, physiological saline, aqueous polymer
solutions, RNase-free water, etc. When the pharmaceutical
composition of the invention contains the carrier, the
proportions of thése components in the composition are not
particularly limited, as long as they do not impair the target
gene expression inhibitory and impairing effects of the modified
double-stranded RNA of the invention, and can be suitably
selected according to the dosage form.

For example, the pharmaceutical composition of the
invention may contain the modified double-stranded RNA in an
amount of 0.001 to 50, more preferably 0.0l to 10, and still more

preferably 0.1 to 1. The pharmaceutical composition of the

90
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invention may contain the carrier in an amount of 50 to 99.999

wt.%, preferably 90 to 99.99 wt.%, and still more preferably 99

to 99.9 wt.%, based on the total weight of the composition.

The target gene and disease for which the
pharmaceutical composition of-the invention is used are not
particularly limited. The relationship between the target gene
and the disease is known. The type of cell into which the
pharmaceutical composition of the‘invention is introduced is not

limited. The cells to be used may be human—-derived cells or non-

‘human, animal-derived cells. The pharmaceutical composition of

the invention may be used in vitro or in vivo.

The amount and method of introducing the lipid-modified
double-stranded RNA of the invention into cells are the same as
in conventional siRNA methods. For example, when the
pharmaceutical composition of the invention is used to introduce
the lipid-modified double-stranded RNA‘into cells in vitro, a
method of culturing cells in the presence of an.appropriate
amount of the pharmaceutical composition can be used. When the
pharmaceutical composition of the invention is used to introduce
the lipid-modified double-stranded RNA into cultured cells or
cells extracted from the living body in witro, the lipid-modified
double-stranded RNA of the invention may be introduced in the
presence of serum. When the pharmaceutical composition of the
invention is used to introduce the lipid-modified double-stranded
RNA into cells in vivo, direct injection of the pharmaceutical
composition into the tissue; intravenous, subcutaneous, muscular,
interperitoneal, intraocular, gastrointestinal or dental
injection; inhalation administration into the nasal cavity, oral
cavity, lung, or the like; oral administration; transdermal
administration through the skin; transmucosal administration
through the oral mucosa, vaginal mucosa, ocular mucosa, rectal
mucosa, and uterine mucosa; and like methods can be used.

When the pharmaceutical composition of the invention is
used, a known gene transfection'reagent uéed to transfect siRNA

into cells may be optionally used together. Alternatively, the
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pharmaceutical'composition of the invention may contain a gene
transfection reagent. The lipid-modified double-stranded RNA
contained in the pharmaceutical composition of the invention has
excellent cellular transfection abilities, even when used alone.
Therefore, the lipid-modified double-stranded RNA can be
introduced into cells without using a known gene transfection
reagent used to deliver siRNA into cells, or using a gene
transfection reagent in a reduced amount.

The pharmaceutical composition of the invention can be
used in an effective amount, for example, an amount such that the
lipid-modified double-stranded RNA is introduced in an amount of
0.001 to 10 pM, preferably 0.001 to 1 pM, and more preferably
0.01 to 0.1 pM, per cell.'

The pharmaceutical composition of the invention can
inhibit or impair the expression of a target gene to thereby
prevent, ameliorate, or treat a disease caused by the expression
of the target gene.

The present invention further provides a method of.
inhibiting the expression of a target gene. The method of '
inhibiting the expression of a target gene comprises transfecting
the lipid-modified double-stranded RNA into cells.

The target gene or disease is not particularly limited,
and the relationship between the target gene and the disease is
known, as mentioned above. The type of cell into which the
modified double-stranded RNA of the invention is introduced is
not limited. The cells to be used may be human—derived cells or
non-human animal cells. The modified double-stranded RNA of the
invention may be introduced in vitro or in vivo.

In the method of inhibiting the expression of a target
gene of the invention, the amount and method of introducing the
lipid-modified double-stranded RNA of the invention into cells
are the same as in conventional siRNA methods, and can be
suitably selected. For example, in the method of inhibiting the
expression of a target gene of the invention, to introduce the

lipid-modified double-stranded RNA of the invention into cells in
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vitro, a step of culturing cells in the presence of an
appropriate amount of the lipid-modified double-stranded RNA can
be used. In the method of inhibiting the expression of a target
gene of the invention, to introduce the lipid-modified double-
stranded RNA into cultured cells or cells extracted from the
living body in vitro, a step of introducing the lipid-modified

double-stranded RNA of the invention into cells in the presence

" of serum can be used. In the method of inhibiting the expression

of a target gene of the invention, to introduce the lipid-
modified double-stranded RNA into cells in vivo, a step as
described followed can be used; direct injection of the lipid-
modified double-stranded RNA of the invention into the tissue;
intravenous, subcutaneous, muscular, interperitoneal, intraocular,
gastrointestinal, dental or like injection; inhalation
administration into the nasal cavity, oral cavity, lung or the
like; oral administration; transdermal administration through the
skin; transmucosal administration through the oral mucosa,
vaginal mucosa, ocular mucosa, rectal mucosa, and uterine mucosa;
and like steps. By bringing an effective amount of the lipid-
modified double-stranded RNA into contact with the cells, the
lipid-modified double-stranded RNA of the invention can be
introduced into cells. For example, the lipid-modified double-
stranded RNA is administered in an amount of 0.001 to 10 pM,
preferably 0.001 to 1 pM, and more preferably 0.01 to 0.1 pM, per
cell.

The lipid-modified double-stranded RNA of the invention
has excellent cellular transfection ability, even when used alone.
Therefore, the lipid-modified double-stranded RNA can be
introduced into cells without using a known gene transfection
reagent, or using a gene transfection reagent in a reduced amount.

The method of inhibiting the expression of a target
gene according to the present invention can inhibit or impair the
expression of the target gene to thereby prevent, ameliorate, or

treat a disease caused by the expression of the target gene.

25
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EXAMPLES

The present invention is described in detail with
reference to the following Examples; however, the invention is
not limited by these Examples.
Example 1: Inhibitory Effects of 5’ Lipid-Modified Double-
Stranded RNAs on the Expression of the Luciferase Gene |

1. Synthesis of Lipid-Modified Double-Stranded RNAs Targeting the

Iuciferase Gene

1-1. Sequences of Sense Strands and Antisense Strands

Double-stranded RNAs containing 21- to 27- base-long
sense strands and 21- to 27-base-long antisense strands were
designed having a sequence homologous to Renilla luciferase and
capable of suppressing the expression of the Renilla luciferase
gene. Such double-stranded RNAs can produce various forms of
double strands, depending on the combination of the antisense
strand and the sense strand. The following names were assigned to
these double-~stranded RNAs. “DS (double-stranded) RNAs”:
completely double-stranded RNAs not containing a dangling end (a
single-stranded region) (i.e., double-stranded RNAs containing
blunt ends on both of the 5’ and 3’ end sides of the sense
strand); “Si RNAs”: double-stranded RNAs containing dangling ends
(overhang) on both end sides thereof; and “RO (Right Overhang)
RNAs"”: double-stranded RNAs containihg a dangling end only on the
right side when the 5’ end side of the sense strand is shown on
the left side. The names of these various double-stranded RNAs
are distinguished by designating the sense strand as “A” (“Al” or
“A2”) and the antisense strand as “B”, and by indicating the
number of bases of each single-stranded RNA, i.e., the sense
strand and antisense strand. Because two types of sense strands
were designed, they are each designated as “Al” and “A2” for
classification. As for the double-stranded RNAs modified with a
lipid at the 5’ end region of the sense strand, the designation
“Cx (x= 16 or 12)” is given after the name of each sense strand.

The sequences of the RNAs used are as follows.
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Sense Strands:

27nt 27A1: 5’ -CUGGCCUUUCRCUACUCCUACGAGCAC-3’ (SEQ ID NO: 1)

25nt 25Al1: 5’ -CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGC-3’ (SEQ ID NO: 2)

23nt 23Al1: 5’ -CUGGCCUUUCACUACUCCUACGA-3’ (SEQ ID NO: 3)

21nt 21Al: 5’ -CUGGCCUUUCACUACUCCUAC-3’ (SEQ ID NO: 4)

21nt 21A2: 5’-GGCCUUUCACUACUCCUACGA-3" (SEQ ID NO: 5)

Antisense Strands:

27nt 27B: 5’ -GUGCUCGUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG-3’ (SEQ ID NO: 6)

25nt 27B: 5’ -GCUCGUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG -3’ (SEQ ID NO: 7)

23nt 27B: 5'-UCGUAGGAGUAGUGARAGGCCAG-3’" (SEQ ID NO: 8)

21nt 27B: 5’ -GUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG-3’ (SEQ ID NO: 9)

1-2. Synthesis of Lipid-Unmodified Double-Stranded RNAs Targeting

the Luciferase Gene

Various double-stranded RNAs were prepared using the
sense strands and antisense strands listed above. Each double-
stranded RNA was prepared by mixing equimolar amounts of a sense
strand and an antisense strand in a universal buffer (Hayashi
Kasei Co., Ltd.), heating the mixture ét 92°C for 2 minutes, and
then gradually reducing the temperature to 4°C. The resulting
various double-stranded RNAs were electrophoresed on a 20%
polyacrylamide gel at 250 V for 60 minutes, and then confirmed by
dying with a silver staining kit (GE Health Care Bioscience). FIG.
1A shows the structures of the unmodified double-stranded RNAS.
1-3. Synthesis of Lipid-Modified Double-Stranded RNAs Targeting

the Luciferase Gene

Lipid-modified sense strands in which a lipid was
linked to the 5’ end of the sense strandé of the double-stranded
RNAs capable of inhibiting the expression of the luciferase gene
were synthesized. In these lipid-modified sense strands, the
lipid was covalently attached via an aminoalkyl group (Amino
Modifier C6; Glen Research) linked to the 5’ end of the above-
mentioned sense strands. The lipid-modified sense strands were
synthesized by reacting in a liquid phase a lipid compound

containing an active ester group (hereinafter referred to as an
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“active ester-containing lipid compound” with a sense strand

. modified by amination of the 5’ end (Reaction Schemes 1 and 2).

Reaction Scheme 1

0
Qs 5 D |
HaN-(CH2)7O-P-O-Oligonucleotide-OH ~ + CH3—(CH2)n—é-O-N

0] _
O
0 05
S CH3-(CH2)n—-é-N-(CHz)ﬁO-II?-O-Ohgonucleotide-OH
H O

Reaction Scheme 2

05 ¥ Q
HoN-(CHp)1O-R-O-OligonucleotideOH.  + CH3-(CH2)n—&-O-®-N02
O

0 s ;
— = CH3-(CH2)n~&-H'(CHQ),,O-lﬁ—O-OIigonucleotide-OH
o .

A specific synthetic process is described below. To
aminate the 5’ end of the sense strand, a conventional process
(the phosphoramidite synthetic process) may be performed using
5’ -Amino-Modifier C6 (Glen Research) on RNA solid phase synthesis,
to thereby synthesize a sense strand modified with an aminoalkyl
group at the 5’ end (21 bases in length). The sense strand ,
modified with an aminoalkyl group at the 5’ end, which had been
purified by HPLC and subjected to MALDI-TOF MS aﬁalysis, was
purchased from Hayashi Kasei Co., Ltd. The resulting sense strand
modified with an aminoalkyl group at the 5’ end has - (CH;)gNH;
linked to the 5’ end (the phosphate residue of the first
nucleotide from the 5’ end). The concentration of the resulting
single-stranded RNA was determined by measuring the absorbance at
260 nm using a UV spectrometer. The single-stranded RNA modified
with the aminoalkyl group was mixed with an active ester-
containing lipid compound (palmitic acid N-hydroxysuccinimide
ester (Sigma-Aldrich), or lauric acid-4-nitrophenyl ester (TCI))

dissolved in DMF (N,N dimethylformamide) under condensation

2%
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conditions to synthesize a lipid-modified sense strand. After the
reaction, the reaction solution was purified by HPLC to remove
unwanted reagents in the reaction solution containing the lipid-
modified sense strand. HPLC purification was performed with
Buffer A: 100% 20 mM TEAA (pH 7.0) and Buffer B: 70% CH;CN/20 mM
TEAA (pH 7.0) at a linear gradient of 10-100% Buffer B over a
period of 50 minutes. CAP CELL (4.6 x 150 mm; 5 pm; Shiseido) was
used as the purification column. FIG. 2 shows exemplary HPLC
analytical results. The lipid-modified sense strand purified by
HPLC was lyophilized and dissolved in purified water, after which
the concentration and synthetic yield thereof were determined by
UV spectral analysis.

The structural models and yields of the resulting
lipid-modified sense strands are as follows.

Q Q .
27A1C16: CH3(CH2)14-C-N-(CH2)5.0'80'CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGCAC-S’ Yield: 83.20 %
H

: 0 o)
27A1C12: CHa(CHz)w.C-N-(CHZ)S-O'gO-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGCAC-3‘ Yield: 49.02 %
_ H , e R

- 0 o .
25A1C16: CHa{CH;)14-C ~N-(CHz)s-OgO'CUGGCCUUUCA‘CUACUCCUACGAGC-S' Yield: 47.36 %
' H

Q Q
23A1C18: CHa(CHg)wC-N-(CHz)s-O-_gO'CUGGCCUUUCACUACUCCUACGA-S’ Yield: 28.14 %
H -
Q Q
21A1C16: CHg(CH2)14-C~N-(CH2)5-OgO'CUGGCCUUUCACUACUCCUAC-3‘ Yield: 61.55 %
H
Q Q )
21A2C16: CHs(CH2)14—C-N-(CH2)5~O-(E;O'GGCCUUUCACUACUCCUACGA-3’ Yield: 47.10 %
H
Q Q
21A2C12: CH3(CH2)10-C-N-(CH2)5.OgO'GGCCUUUCACUACUCCUACGA-s' Yield: 21.46%
_ H

The resulting lipid-modified sense strands were paired
with the antisehsevstrands to produce lipid-modified double-
stranded RNAs. The double-stranded RNAs were formed according to
the same procedure as described above, and confirmed by 20%
polyacrylamide gel electrophoresis. FIG. 1B shows the structures
of the lipid-modified double-stranded RNAs. In FIG. 1B, X is 16

when a palmitic acid derivative is linked, and X is 12 when a
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lauric acid derivative is linked.

2. Degradative Enzyme Resistance of Lipid-Modified Double-

Stranded RNAs

The nuclease resistance of lipid-modified 27nt dsRNA
(Ds 27A1C16/27B) was evaluated. First, 27nt dsRNA modified with a
lipid at the 5’ end of the sense strand, adjusted to a final
concentration of 2 pM, was incubated at 37°C in an RPMI-1640
medium (Invitrogen) containing 10% FBS (Sanko Junyaku, Co., Ltd.)
(final volume: 110 pl). After O h, 0.5 h,vl h, 2h, 4 h, 6h, 8 h,
12 h, 24 h, and 48 h, each 10 pl aliquot was sampled and inserted
into a sample tube containing 2 pl of a loading die. In order to
subsequently stop the degradation reaction, the sample takeﬁ was
rapidly lyophilized in liquid nitrogen and preserved at -20°C.
The resulting sample product wés electrophoresed on a 20%
polyacrylamide gel at 250 V for 70 minutes. The product was then
dyed with a silver staining kit (GE Health Care Bioscience) (see
the product manual for staining conditions), and subjected to gel
analysis on a ChemiImager 4000 (Alpha Innotech Cbrporation). As
comparisons, 2l-base-long 21siRNA (si 21A2/21B), which is
generally in wide use, and unmodified 27nt dsRNA (Ds 27A1/27B)
were similarly evaluated for their nuclease resistance. FIG. 3
shows the results of the gel electrophoresis.

As a result, the 21siRNA was rapidly degraded in the
serum-containing medium, and disappearance thereof was confirmed
in about 1 to 2 hours. On the other hand, the unmodified 27nt
dsRNA and lipid-modified 27nt dsRNA had nuclease resistance much
higher than that of the 21siRNA, and these double-stranded RNAs
still remained even after 48 hours. These results led to a -new
finding that the lipid-modified double-stranded RNA possessed in
vivo stability markedly higher than that of the 21siRNA that is
generally in wide use.

3. Processing by Dicer of Lipid-Modified Double-Stranded RNAs

Targeting the Luciferase Gene

Processing by recombinant Dicer of the synthesized

double-stranded RNAs and lipid-modified double-stranded RNAs was
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evaluated. The Dicer cleavage experiments were performed as
follows. Ten microliters of 0.5 U recombinant Dicer (Gene Therapy
Systems) and unmodified double-stranded RNAs or lipid-modified
double~stranded RNAs adjusted to a final concentration of 2 pM in
solutions of 20 mM Tris-HC1 (pH 8.0), 15 mM NaCl, and 2.5 mM Mg.Cl
were prepared in sample tubes, and then the samples were
incubated in an incubator at 37°C for 12 hours. In order to
subsequently stop the cleavage reactions by Dicer, 2 pl of Dicer
Stop Soluﬁion (Gene Therapy Systems) was added into the reaction
solutions, followed by the addition of 2 pl of a loading die. The
resulting sample products were electrophoresed on a 20%
polyacrylamide gel at 250 V for 70 minutes. The products were
then dyed with a silver staining kit (GE Health Care Bioscience)
(see the product manual for staining conditions), and subjected
to gel analysis on a ChemiImager 4000 (Alpha Innotech
corporation). As a control, unmodified 21siRNA (si21A2/21B) was
also analyzed by gel electrophoresis. The results are shown in
FIG. 4.

The results showed that, among the double-stranded RNAs
in which the sense strands of Ds RNAs (Ds 27A1/27B, Ds 25A1/25B,
Ds 23A1/23B, and Ds 21A1/21B) were modified with a lipid, bands
were observed with Ds 27A1C16/27B and Ds 27A1C12/27B in similar
positions to the unmodified 21siRNA by the action of recombinant
Dicer,.thus strongly indicating the production of 2l-base-long
siRNAs containing a dangling end of two bases by Dicer cleavage.
Also with Ds 25A1C16/25B and Ds 23A1C16/23B, new bands were
observed in similar positions to the 21siRNA in the presence of
Dicer, revealing that they were processed by Dicer. With Ds
21A1C16/21B, on the other hand, no significant change was
observed.in the presence of Dicer, revealing that it was not
processed by Dicer.

Moreover, processing by Dicer of the double-stranded
RNAs in which the sense strands of RO RNAs (RO 27A1/25B, RO
25A1/23B, RO 23R1/21B, and RO 21A1/19B) each containing a

dangling end of two bases on the 3’ end region of the sense
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strand were modified with a lipid, was similarly evaluated. As a
result, with the three types, i.e., RO 27A1C16/25B, RO
25A1C16/23B, and RO23A1C16/21B, bands were observed in similar
positions to the 21siRNA in the presence of Dicer, revealing that
they were processed by Dicer. RO 27A1C16/25B and RO 25A1C16/23B,

in particular, demonstrated significant processing effects by

Dicer. With the relatively short RO 21A1C16/19B, on the other _
hand, no change was observed in the double-stranded RNA even in
the presence of Dicer, suggesting that it was not processed by
Dicer.

Furthermore, processing by Dicer of double-stranded
RNAs in which the sense strands of the RO RNAs (RO 27A1/23B and
RO 25A1/21B) containing a dangling end of four bases on the 3’
end region of the sense strand were modified with a lipid, as
well as a double-stranded RNA in which the sense strand of the RO
RNA (RO 27A1/21B) containing a dangling end of six bases on the
3" end region of the sense strand was modified with a lipid, was
evaluated. As a result, all of the aforementioned RO RNAS were
processed by Dicer, and new bands were observed in the same
positions as the 21nt siRNA.

Furthermore, processing by Dicer of double-stranded
RNAs in which the sense strands of the RO RNAs (RO 25A1/27B, RO
23A1/25B, and RO 23A1/27B) containing a dangling end on the 5’
end region of the antisense strand were modified with a lipid was
similarly evaluated. As a result, with some of the lipid-modified
RO RNAs containing a dangling end on the 5’ end region of the
antisense strand, new bands were observed because of processing
by Dicer; however, bands were observed at the same time in
similar positions to those observed in the absence of Dicer,
revealing that the processing rate by Dicer was slower than the
processing rates for the Ds RNAs and the other RO RNAs.
4. Inhibition of Expression of the Luciferase Gene by the Lipid-
Modified Double-Stranded RNAs

The RNA interference effects of the synthesized
unmodified double-stranded RNAs and lipid-modified double-
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stranded RNAs were evaluated using Renilla luciferase as a target.
Hela cells (human cervical cancer cells; Institute of Development,
Aging and Cancer, Tohoku University) adjusted to 1 x 10° cells/ml
prior to the experiments were seeded on a 96-well plate at 100 pl
per well, and incubated at 37°C overnight. On the following day,
the old medium on the well was removed, and a new, antibiotic- '
free medium was added at 80 pl per well, and a complex solution
of a vector expressing the firefly and Renilla luciferases
(psiCHECK™-2 Vector; Promega) and Lipofectamine™ 2000 (trade
name; Invitrogen) was added at 10 pl per well containing the Hela
cells. The expression vector was adjusted to 0.02 pg per well,
and Lipofectamine™ 2000 was adjusted to 0.2 pl per well, and
OptiMem (Invitrogen) was used to adjust the volume to a necessary
level. To form a complex, the expression vector and
Lipofectamine™ 2000 were mixed using OptiMem, and then the
mixture was incubated at room temperature for 30 minutes. After
the addition of the complex solution, the cells were incubated at
37°C for 4 hours in the presence of 5% CO;. After incubation, the
unmodified double-stranded RNAs and the double-stranded RNAs
modified with a lipid at the end, containing an antisense
sequence homologous to the gene sequence of the Renilla
luciferase, were complexed with Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)
at final concentrations of 0 nM, 0.2 nM, 0.5 nM, 1 nM, 2 nM, 5 nM,
and 10 nM, and 10 pl each of the resulting complex solutions was
added to the Hela cells into which the expression vector was
introduced. The final volume per well was 100 pl. The complex
solution of each RNA and Lipofectamine™ 2000 was prepared by
mixing the aqueous RNA solution at 5 pl per well and a solution
of Lipofectamine™ 2000 (0.2 pl) and OptiMem at 5 pl per well, and
incubating the mixture at room temperature for 30 minutes. After
the RNA introduction, the cells Were incubated for 48 hours, and
the levels of firefly and Renilla luciferase expression were
assayed using a Dual-Glo™ Luciferase Assay System (Promega) and a
luminometer (MicroLumat LBO96p; Berthold), and the inhibitory

effects on the Renilla luciferase expression were determined
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based on the level of firefly luciferase expression as a control.
FIG. 5 shows the inhibitory effects on gene expression
attained when the concentration of the unmodifiéd double-stranded
RNAs and lipid-modified double-stranded RNAs was 0.2 nM. As a
result, it was found that when double-stranded RNAs containing a
blunt end on the 5’ end side of the sense strand, such as Ds RNAs
and RO RNAs, were modified with a lipid, these double-stranded
RNAs demonstrated RNA interference effects dramatically improved
over the effects provided by the double-stranded RNAs that had
the same structure but were not modified with a'lipid. Tt was
also found that such high RNA interference effects were attained,
irrespective of the strand length or position of the dangling end
in the RO RNA, by modifying the 5’ end of the sense strand with a
lipid, as compared with the unmodified RO RNA with the same
structure. These results led to a new finding that the RNA
interference effects can be dramatically improved by modifying
with a lipid the 5’ end of the sense strand of RNA interferénce
molecules containing a blunt end on the 5’ end side of the sense
strand, such as DS RNAs and RO RNAs. Furthermore, si 21A2C16/21B
and si 21A2C12/21B, in which the 5’ end of the sense strand of
21nt siRNA was modified with a lipid, were also found to
demonstrate RNA interference effects greater than the effects
provided by the unmodified 21nt siRNA.
5. RNA Interference Effects of Lipid-Modified Double-Stranded

RNAs Targeting the Luciferase Genes (Without Using a Gene

Transfection Reagent

Lipid-modified double-stranded RNAs were transfected
into cells alone without using any gene transfection reagents
such as Lipofectamine™ 2000 or.the like, and evaluated whether or
not they demonstrated RNA interference effects.

Hela cells (human cervical cancer cells; Institute of
Development, Aging and Cancer, Tohoku University) adjusted to 1 x
10° cells/ml prior to the experiments were seeded on a 96-well
plate at 100 pl per well, and incubated at 37°C overnight. On the
following day, the old medium on the well was removed, a new,
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antibiotic-free medium was added at 80 pl per well, and a complex
solution of a vector expressing the firefly and Renilla
luciferases (psiCHECK™-2 Vector; Promega) and Lipofectamine™ 2000
(trade name; Invitrogen) was added at 10 pl per well containing
the Hela cells. The expression vector was adjusted to 0.02 pg per
well, and Lipofectamine™ 2000 was adjusted to 0.2 pl per well;
OptiMem (Invitrogen) was used to adjust the volume to a necessary
level. To form a complex, the expression vector and
Lipofectamine™ 2000 were mixed using OptiMem, and then the
mixture was incubated at room temperature for 30 minutes. After
the addition of the comblex solution, the cells were incubated at
37°C for 4 hours in the presence of 5% CO,. Each well was then
washed with 100 pl of the medium three times to remove
Lipofectamine™ 2000 from the well. A medium containing 90 pl of
antibiotics was subsequently added to the cells, and the
unmodified double-stranded RNAs and the lipid-modified double-
stranded RNAs, containing an antisense sequence homologous to the
gene sequence of the Renilla luciferase, were adjusted with
OptiMem to prepare samples at final concentrations of 0 nM,v25 nM,
50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 600 nM, 800 nM, and 1 pM, and 10
pl each of the resulting samples was added to the cells, which
were then incubated at 37°C for 48 hours. The levels of firefly
and Renilla luciferase expression were assayed using a Dual-Glo™
Luciferase Assay System (Promega) and a luminometer (MicroLumat
LBO96p; Berthold). As comparisons, the unmodified 21nt siRNA (si
21A2/21B) and 27nt dsRNA (Ds 27A1/27B) were also evaluated for
the%r RNA interference effects under the same conditions as
deséribed above.

The RNA Iinterference effects were determined by
evaluating the level of Renilla luciferase expression based on
the level of firefly luciferase expression as a control. FIG. 6A
shows the results for si 21A2/21B, Ds 27A1/27R, and Ds
27A1C16/27B when the final concentration was from 50 nM to 1 pM,
and FIG. 6B shows the results for Ds 23A1/23B and Ds 23A1C16/23B

when the final concentration was from 25 nM to 800 nM. As a
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result, it was revealed that Ds 27A1C16/27B and Ds 23A1C16/23B
modified with palmitic acid at the 5’ end region of the sense
strand suppressed the Renilla luciferase expression, dependently
upon the concentration of the double-stranded RNA; hence, these
double-stranded RNAs, because they were modified with palmitic
acid,'were transfected into the cells alone and thereby produced
RNA interference reactions. On the other hand, the unmodified
double-stranded RNAs (si 21A2/21B, Ds 27A1/27B, and Ds 23A1/23B)
did not demonstrate significant gene expression inhibitory
effects even at high concentrations. This further confirmed that
the double-stranded RNAs modified with palmitic acid had markedly
superior cellular uptake efficiency, and demonstrated an
excellent ability to inhibit gene expression without using a gene
transfection reagent.
6. Evaluation of the Cellular Uptake efficiency of Lipid-Modified
Double-Stranded RNAs

Helia cells (human cervical cancer cells; Institute of
Development, Aging and Cancer, Tohoku University), A549 cells_
(human lung cancer cells; Institute of Development, Aging and
Cancer, Tohoku University), and SH10-TC cells {(human stomach

cancer cells; Institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku

~University), adjusted to 1 x 10° cells/ml prior to the experiments,

as well as Jurkat cells (acute lymphatic leukemia cells;
Institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku University)
and K-562 cells (chronic myelogenous leukemia cells), adjusted to
2 x 10° cells/ml prior to the experiments, were seeded on 24-well
plates at 1 ml per well, and the cells were incubated in a medium
containing 10% fetal bovine serum (FBS; Sanko Junyaku, Inc.) and
antibiotics at 37°C in the presence of 5% CO,. Regarding the

antibiotic and medium used herein, the antibiotic was an

streptomycin for all cells, the medium was an MEM medium

(Invitrogen) for the Hela cells, and an RPMI-1640 (Invitrogen)
medium for the other cells. Prior to the transfection of
fluorescently labeled oligonucleotides, these media were replaced

with an antibiotic-free medium (450 pul). Oligonucleotides labeled
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with 6-FAM at the 5’ end region of the 27nt antisense strand were
used as fluorescently labeled oligonucleotides, and the
oligonucleotides were paired with the unmodified 27nt sense
strand or fhe 27nt sense strand modified with a lipid at ifs 57
end region to form double strands. The cellular uptake efficiency
experiments were performed as follows. To form a complex of the
fluorescently labeled oligonucleotides and Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen), 50 pl of a mixed solution obtained by combining 25
pl of a mixed solution of 10 pul of a 10uM aqueous fluorescently
labeled oligonucleotide solution and 15 pl of the OptiMem
solution with 25 pl of a mixed solution of 2 pl of the
Lipofectamine“‘ZOOO (Invitrogen) solution and 23 pl of the
OptiMem solution was incubated at room temperature for 30 minutes.
When Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) was not used (Section F in
FIG. 7; -LF2000), the OptiMem solution was used in place of 2 ul
of the Lipofectamine™ 2000 solution used under the conditions of
forming a complex described above, and samples were prepared
according to the same procedure as above. The resulting 50 pl of
the fluorescently labeled oligonucleotide complex was added into
450 pl of the cells prepared above (the final concentration of
the double-stranded RNAs: 200 nM), and incubated at 37°C for 4
hours in the presence of 5% CO,. The cells were subsequently
washedeith PBS (~) or the medium three times, and the cellular
uptake efficiency of the double-stranded RNAs was evaluated using
a confocal fluorescence laser microscope and flow cytometry.

In the evaluation using a confocal fluorescence laser
microscope, a Radiance 2000 system (Bio Rad) was used, and
fluorescence was observed using an argon laser. In the flow
cytometry, the cellular uptake efficiency per 10,000 cells counts
was measured using a coulter EPICS XL cytometer (Beckman coulter).
XL, EXPO32™ software (Beckman coulter) was used in the flow
cytometric analysis.

The results are shown in FIGS. 7-1 to 7-3. Section F
(-LF2000) in FIG. 7-3 shows the results when Lipofectamine™ 2000
was not used, and Sections A to E (+LF2000) in FIGS. 7-1 to 7-3

3%
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show the results when’Lipofectamine“‘ZOOO was used as a gene
transfection reagent. Section A in FIG. 7-1 shows the results of
the cellular uptake efficiency of the various double-stranded
RNAs into Hela cells, using Lipofectamine™ 2000 as a gene
transfection reagent; Section B in FIG. 7-1 shows the results for
A549 cells; Section C in FIG. 7-2 shows the results for SH10-TC
cells; Section D in FIG. 7-2 shows the results for K-562 cells;
and Section E in FIG. 7-3 shows the results for Jurkat cells.
Section F in FIG. 7-3 shows the results of the cellular uptake
efficiency of the various double-stranded RNAs into Hela cells
without using a commercially available gene transfection reagent.
Consequently, the transfection of the unmodified double-stranded
RNA and lipid-modified double-~stranded RNAs into all of the cells
(HeLa cells, A549 cells, SH10-TC cells, Jurkat cells, and K-562
cells) was confirmed in the presence of Lipofectamine™ 2000.
Particularly with Ds 2781C16/27B modified with palmitic acid at
the 5’ end of the sense strand, very high cellular uptake
efficiency was observed using a confocal fluorescence laser
microscope and flow cytometry, as compared with the unmodified
double-stranded RNA and the double-stranded RNA modified with a
lauric acid. In addition, the observation using a confocal
fluorescence laser microscope suggested that the double-stranded
RNA modified with palmitic acid was actively localized into the
cytoplasm of cells. In the adherent cells (the Hela cells, A549

"cells, and SH10-TC cells) in particular, this uptake efficiency

was notably apparent. Furthermore, the flow cytometric analysis
confirmed that the double-stranded RNA modified with palmitic

‘acid demonstrated higher cellular uptake efficiency than the

unmodified double-stranded RNA also in the presence of
Lipofectamine™ 2000. These results led to a new finding that
when a double-stranded RNA is covalently linked with a lipid such
as palmitic acid or the like at the 5’ end region of the sense
strand, the double-stranded RNA can demonstrate dramatically
improved cellular uptake efficiency, and can be localized into

the cytoplasm of cells.

3%
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Example 2: Inhibitory Effects of 5’ Lipid-Modified Double-
Stranded RNAs on the VEGE Gene Expression ‘
1. Synthesis of Lipid-Modified Double-Stranded RNAs Targeting the
VEGFE Gene

1-1. Sequences of Sense Strands and Antisense Strands

Double-stranded RNAs containing a 27- or 2l-base-long
sense strand and a 27- or 2l-base-long antisense strand were
designed having a sequence homologous to VEGE (the vascular
endothelial growth factor) and capable of suppressing the
expression of the VEGE gene. The following experiments were
conducted using these double-stranded RNAs. The 27nt dsRNA is a
completely double-stranded RNA not containing a dangling énd (a
single-stranded region) (i.e., a double-stranded RNA containing
blunt ends on both of the 5/ and 3’ end sides of the sense
strand), and the 21siRNA is a double-stranded RNA containing 2
base dangling ends on the 3’ ends of both of the sense and
antisense strands. The sequences of the 27nt dsRNA and 21siRNA

used are as follows.

27nt dsRNA:

sense strand: v27A: 5’ -CUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUG-3’ (SEQ ID NO:
10)

antisense strand: v27B: 3’ -GAAGGAUGUCGUGUUGUUUACACUUAC-5" (SEQ ID
NO: 11)

21siRNA:

sense strand: v21A: 5’ -UCCUACAGCACAACAAAUGUG-3’ (SEQ ID NO: 12)
antisense strand: v21B: 3’ -GAAGGAUGUCGUGUUGUUUAC-5" (SEQ ID NO:
13).

1-2. Synthesis of Lipid-Unmodified Double-Stranded RNAs Targeting
the VEGE Gene

The above-mentioned sense strands and antisense strands
were annealed in the same manner as Example 1 to form double

strands, thereby producing lipid-unmodified double-stranded RNAs.
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The formation of the double strands was confirmed by 20%

acrylamide gel electrophoresis, according to the same procedure

as Example 1.

1-3. Synthesis of Lipid-Modified Double-Stranded RNAs Targeting
the VEGEF Gene

Lipid-modified double-stranded RNAs in which a lipid
was linked to the 5’ end of the sense strands of the above-
mentioned double-stranded RNAs capable of inhibiting the
expression of the VEGE gene were synthesized. In the lipid--
modified double-stranded RNAs, the lipid was covalenfly attached
via an aminoalkyl group (Amino Modifier C6; Glen Research) linked
to the 5’ end of the above-mentioned sense strand. The lipid-

modified single-stranded RNAs (sense strands) were synthesized

-according to the same procedure as Example 1.

The structural models and yields of the lipid-modified
RNAs targeting the VEGFE gene are as follows.
Q Q
v27AC16: CH3{CH2)14-C-ﬁ-(CH2)5-0-80'CUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUG-3' Yield: 45.02 %

O o]
v27AC12: CH3(CH2)1Q-C-N-(CHz)s-O'!O'?O'CUUCCUACAGCACAACAAAUGUGAAUG-3' Yield: 33.08 %
H .

[0) [0}
Vv21AC16: CH3(CH2)14-C-N-(CHz)s.O-gO-UCCUACAGCACAACAAAUGUG-3' Yield: 21.19 %
H
0 o
v21AC12: CHg(CHz)1o-C-N-(CHz)s‘OgO'UCCUACAGCACAACAAAUGUG-S‘ Yield: 47.76 %
H

The resulting lipid-modified sense strands were paired
with the antisense strands to produce lipid-modified double-
stranded RNAs. The formation of the double strands was confirmed
by 20% acrylamide gel electrophoresis according to the same
procedure as Example 1. FIG. 8 shows the structures of the lipid-
modified double-stranded RNAs. In the lipid-modified RNAs
targeting the VEGF gene, the elution times were also

substantially the same as in Example 1.

2. Processing by Dicer of the Lipid-Modified Double-Stranded RNAs
Targeting the VEGE Gene
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Processing by recombinant Dicer of the synthesized
lipid-unmodified double~stranded RNAs and lipid-modified double-

stranded RNAs was evaluated. The Dicer cleavage experiments were

"performed according to the same procedure as Example 1. The

results are shown in FIG. 9.
~ As a result, with Ds v27AC16/v27B and Ds v27AC12/v27B,

bands were observed in similar positiohs to the unmodified
21siRNA by the action of recombinant Dicer, thus strongly
indicating the production of 2l-base-long siRNAs cdntaining a
dangling end of two bases by Dicer cleavage. These results
established that attaching a lipid to the 5’ end of the sense
strand of 27nt dsRNA does not hinder Dicer processing. With si
v21AC16/v21B and si v21AC12/v21B, on the other hand, no change
was observed even in the presence of Dicer, as compared to when
Dicer was absent, revealing that they were not processed by Dicer.
3. Inhibition of the VEGF Gene Expression by Lipid-Modified
Double-Stranded RNAs '

21nt siRNA with unmodified ends, 27nt dsRNA with
unmodified ends, 27nt dsRNA modified with a lipid at the 5’ end
of the sense strand (27nt dsRNA modified with a lipid at the end),
and 21nt siRNA modified with a lipid at the 5’ end of the sense
strand (21nt siRNA modified with a lipid at the end) were

evaluated for their inhibitory'effects on the VEGEF gene
expression, using HeLa cells (human cervical cancer cells;
Institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku University),
A549 cells (human lung cancer cells; Institute of Development,
Aging and Cancer, Tohoku University), SH10-TC cells (human
stomach cancer éells; Institute of Development, Aging and Cancer,
Tohoku University), Jurkat cells (acute lymphatic leukemia cells;
Institute of Development, Aging and Canéer, Tohoku University),
and K-562 cells (chronic myelogenous leukeﬁia cells; Institute of
Development, Aging and Cancer, Tohoku University). In addition,
double-stranded RNAs not having a gene sequence homologous to the
VEGF gene (27nt dsRNA (Random) and 21nt siRNA (Random)), as well
as lipid-modified double-stranded RNAs in which a lipid was
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linked to the 5’ end of the sense strands of these double-

stranded RNAs, were similarly evaluated.

The experiments were performed according to the
following procedures. HeLa cells, A549 cells, and SH10-TC cells
adjusted to 1 x 10° cells/ml prior to the experiments, as well as
Jurkat cells and K-562 cells adjusted to 2 x 10° cells/ml prior to
the experiments, were seeded on 24-well plates at 500 pl per well,
and incubated at 37°C overnight. On the following day, the old
medium on the wells was removed, and a new, antibiotic-free
medium was added at 450 pl per well. An MEM medium was used for
the Hela cells, and a PRMI-1640 medium was used for the other
cells. A complex of the unmodified or lipid-modified double-
stranded RNAs (25 pl) containing an antisense sequence homologous
to the gene sequence of VEGF with the Lipofectamine™ 2000
solution (Invitrogen) (25 pl) was formed, and then‘50 nl each of
the double-stranded RNA solutions was added to 450 pl of the
above-mentioned cells. The final volume per well was 500 pl. The
complex solution of each RNA and the Lipofectamine™ 2000 solution
was prepared by mixing the aqueous RNA solution at 25 pul per well
and a solution of Lipofectamine™ 2000 (2 pl) and OptiMem at 25 pl
per well, and incubating the mixture at room temperature for 30
minutes. After the RNA introduction, the cells were incubated at
37°C for 48 hours in the presence of 5% C0,. After incubation,
the cells were washed with PBS (~) three times, and the total RNA
in the cells was extracted using an RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen).
The RT-PCR reactions were subsequently performed to measure the
amount of mRNA in VEGF. A Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) was
used for the RT-PCR reaction, and 5 ‘~CCC TGA TGA GAT CGA GTA CAT
CTT-3’ (SEQ ID NO: 14) and 5’~-ACC GCC TCG GCT TGT CAC-3’ (SEQ ID
NO: 15) were used as the PCT primers for VEGF. As a control, the
GAPDH gene was measured according to the same précedure. 5"~
GGAAAGCTGTGGCGTGATG~-3’ (SEQ ID NO: 16) and 5'~
CTGTTGCTGTAGCCGTATTC~3? (SEQ ID NO: 17) were used as the primers'
for GAPDH. The RT-PCR reactions were performed as follows. The

RT (Reverse Transcription) reaction was performed at 50°C for 30
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minutes, and the PCR reaction, which involved repeated 25 to 28
cycles (depending on the cells used) of a double-strand
separation reaction at 92°C for 30 seconds, an annealing reaction
at 55°C fof 30 seconds, and an elongation reaction at 68°C for 45
seconds, was performed. Lastly, incubation was preformed at 68°C
for 10 minutes, the temperature was decreased to 4°C, and the
reaction was completed. The reagents, tétal RNA, primers, and the
like used in RT-PCR were prepared according to the reaction
conditions of the Qiagen OneStep RT-PCR Kit (Qiagen). After the
RT-PCR reactions, 2 pl of a loading die was added, and the RT-PCR
products derived from the mRNAs from VEGF and GAPDH were
confirmed using 2% agarose gel. The inhibitory effects on gene
expression were evaluated by measuring the level of VEGF
expression in the cells into which the double-stranded RNAs (both
unmodified and modified) were transfected, assuming that the
level of expression of the VEGF gene in the control cells (the
cells into which the double-stranded RNAs were not transfected)
was 100%. The error in the levels of expression among the cells
was corrected based on the level of gene expression of the
control gene (GAPDH).

FIGS. 10-1 to 10-3 show the results of the RNA
interference effects of the unmodified double-stranded RNAs and
lipid-modified double-stranded RNAs when VEGF was targeted and
the concentration of the double-stranded RNAs was 200 nM. Graph A
in FIG. 10-1 shows the inhibitory effects of the unmodified
double-stranded RNAs and lipid-modified double-stranded RNAs on
the expression of the VEGF gene in the Hela cells; Graph B in FIG.
10-2" shows the results for the A549 cells; Graph C in FIG. 10-2
shows the results for the SH10-TC cells; Graph D in FIG. 10-3
shows the results for the Jurkat cells; and Graph E in FIG. 10-3
shows the results for the K-562 cells. These results revealed
that Ds v27AC16/v27B and Ds v27AC12/v27B, each obtained by
modifying the 5’ end of the sense strand of the 27-base-long
double-stranded RNA (Ds v27A/v27B) with a lipid, as well as si
v21AC16/v21B and si v21AC12/v21B, each obtained by modifying the



10

15

20

25

30

35

WO 2009/054551 PCT/JP2008/069829
-38-
5’ end of the sense strand of the 21-base-long double-strand RNA
(si v21A/v21B) with a lipid, possessed very high inhibitory
effects on the VEGF gene expression, as compared with the
unmodified double-stranded RNAs (si v21a/21B and Ds v27A/v27B).
Ds v27AC16/v27B modified with palmitic acid, in particular,
demonstrated markedly higher inhibitory effects on gene
expression for all of the cells (the Hela cells, A549 cells,
SH10~TC cells, Jurkat cells, and K-562 cells), as compared with
the unmodified double-stranded RNAs (si v21A/21B and Ds
v27A/v27B). This confirmed that the RNA interference effects can
be dramatically improved by modifying double-stranded RNAs with
lipids such as palmitic acid and the like. The unmodified double-
stranded RNAs and lipid-modified double-stranded RNAs not having
a gene sequence homologous to the VEGF gene were also similarly
evaluated for their inhibitory effects on gene expression, but
none of the double-stranded RNAs demonstrated any significant
inhibitory effects on the VEGF gene. These results revealed that
the double-stranded RNAs targeted against VEGF used herein
inhibited the expreséion of the target gene in a highly sequence-
specific manner, and also suggested that side effects on the
cells can be reduced by linking a lipid to the double-stranded
RNAs.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS v

FIG. 1 shows the structures of the unmodified and
lipid-modified double-stranded RNAs synthesized in Example 1.

FIG. 2 shows the results of HPLC analysis performed on
the lipid-modified single-stranded RNAs in Example 1.

FIG. 3 shows the nuclease resistances of the double-
stranded RNAs modified with a lipid at the 5" end, which were
measured in Example 1.

FIG. 4 shows the evaluation results of the processing
by Dicer of each of the lipid-modified double-stranded RNAs in
Example 1. '

FIG. 5 shows the evaluation results of the RNA
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interference effects of the lipid-modified 27nt dsRNAs at a

concentration of 0.2 nM in Example 1.

FIG. 6 shows the evaluation results of the RNA
interference effects of the double-stranded RNAs modified with a
lipid at the 5’ end (without using a gene transfer agent) in
Example 1. .

FIG. 7-1 shows the evaluation results of the cellular
uptake of the lipid-modified double-stranded RNAs into HeLa and
A549 cells in Example 1l; wherein “FL” denotes images taken with a
fluorescence microscope; “Trans” denotes images taken with a
phase contrast microscope in the same field of view as that of
the FL images; and “Merge” denotes images in which the FL image
and Trans image were superimposed.

FIG. 7-2 shows the evaluation results of the cellular
uptake of the lipid-modified double-stranded RNAs into SH10-TC
and K562 cells in Example 1; wherein “FL” denotes images taken
with a fluorescence microscope; “Trans” denotes images taken with
a phase contrast microscope in the same field of view as that of
the FL images; and “Merge” denotes images in which the FL image
and Trans image were superimposed.

FIG. 7-3 shows the evaluation results of the cellular
uptake of the lipid-modified double-stranded RNAs into Jurkat and
Hela cells in Example 1; wherein “FL” denotes images taken with a
fluorescence microscope; “Trans” denotes imagés taken with a
phase contrast microscope in the same field of view as that of
the FL iﬁages; and “Merge” denotes images in which the FL image
and Trans image were superimposed.

FIG. 8 shows the structures of the unmodified and
lipid-modified double-stranded RNAs synthesized in Example 2.

FIG. 9 shows the evaluation results of the processing
by Dicer of each of the lipid-modified double-stranded RNAs in
Example 2.

FIG. 10-1 shows the evaluation results of the RNA
interference effects of lipid-modified double-stranded RNAs on .

the VEGF gene in Hela cells in Example 2.
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FIG. 10-2 shows the evaluation results of the RNA
interference effects of lipid-modified double-stranded RNAs on
the VEGF gene in A549 and SH10-TC cells in Example 2.

FIG. 10-3 shows the evaluation results of the RNA
interference effects of lipid-modified double—stranded RNAs on

the VEGF gene in Jurkat and K567 cells in Example 2.

e
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CLAIMS

1. A lipid-modified double-stranded RNA comprising a
sense strand having a nucledtide sequence complementary to a
target sequence in a target gene, and an antisense strand having
a nucleotide sequence complementary to thé sense strand, the
doﬁble—stranded RNA being capable of inhibiting expression of the
target gene, and the sense strand having a lipid linked to at
least one of the first to sixth nucleotides from the 5’ end
directly or via a linker. ‘ :

2. A lipid-modified double-stranded RNA according to
claim 1 which is blunt-ended on the 5’ end side of the sense
strand, and is blunt-ended or has a dangling end on the 3’ end
side of the sense strand.

3. A lipid-modified double-stranded RNA according to
claim 1 which has dangling ends on both the 5’ and 3’ end sides
of the sense strand.

4. A lipid-modified double-stranded RNA according to
any one of claims 1 to 3, wherein the sense strand consists of 21
to 27 nucleotides.

5. A lipid-modified double-stranded RNA according to
claim 2 which is blunt-ended on both the 5’ and 3’ end sidés of
the sense strand, and in which each of the sense and antisense
strands consists of 27 nucleotides.

6. A lipid-modified double-stranded RNA according to
claim 2 which is blunt-ended on both the 5’ and 3’ end sides of
the sense strand, and in which each of the sense and antisense
strands consists of 23 nucleotides.

7. A lipid-modified double-stranded RNA according to
claim 2 which is blunt-ended on the 5’ end side of the sense
strand, the sense strand consisting of 25 nucleotides, and the
antisense strand consisting of 23 nucleotides.

8. A lipid-modified double-stranded RNA according to
claim 3, wherein each of the sense and antisense strands consists

of 21 nucleotides.

e
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9. A lipid-modified double-stranded RNA according to
any one of claims 1 to 8 wherein the lipid is a fatty acid having
6 to 50 carbon atoms. ‘

10. A lipid-modified double-stranded RNA according to
any one of claims 1 to 9 wherein the lipid is lauric acid,
stearic acid, myristic acid, or palmitic acid.

11. A lipid-modified double-stranded RNA according to
any one of claims 1 to 10 wherein the lipid is linked to at least
one of the first to sixth nucleotides from the 5’ end of the
sense strand via a linker, the linker being represented by the
structural formula

~NH- (CHz) 1 — (L—-4)
wherein nl is an integer of 1 to 40.

12. A pharmaceutical composition comprising the lipid-
modified double-stranded RNA of any one of claims 1 to 10 and a
pharmaceutically acceptable base.

13. Use of the lipid-modified double-stranded RNA of
any one of claims 1 to 10 for the production a pharmaceutical
composition in order to inhibit the expression of a target gene.

14. A method of inhibiting the expression of a target
gene comprising introducing a lipid-modified double-stranded RNA
of any one of claims 1 to 10 into cells to inhibit the expression

of the target gene.
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Fig.7-2
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Fig. 7-3

Confocal Microscopy
(+LF2000)
FL Trans Merge

E: Jurkat

Cell

27nt dsRNA

27nt dsRNA
C16-conjugate

F: Hela Confocal Microscopy
LF20007%:L (-LF2000)

FL Trans Merge

g

=

|

Cell

27nt dsRNA

27nt dsRNA
C16-conjugate

PCT/JP2008/069829

FACS
(+LF2000)

Frrc-ongo

[RNA] = 500nM

FACS
(-LF2000)

Evenle
*a

Frrc-otgy

i
ozo%,
)

Evarty
H
8
H

[RNA] = 500nM



WO 2009/054551
8/11
Fig.8
s1v21ANV21B RNA: )
Antisense 21 §
sl v21AC16/v21B RNA: & CH,(CH)pASense 21 .
¥ Antisense 21 g
SIV2IACIZV2HB RNA: CreCHipaSensedt o
8 Antisense 21 g
g Sense27 3
Ds v27A/v27B RNA: 3 g
Antisense 27
Ds v27AC16R27E RNA: © OHo(CanSese sl ¥
s Antisense 27 s
Ds V27AC12/v27B RNA; * CHICHIRASEEe 27 ¥
3 Antisense 27  §
Fig.9
A si
21sng v21AN21B
Dicer — - +
TR
B :
g e SR SRR SR
E Ds
21sl ! v27AN2T7B
Dicer — {~— -+

21si
Dicer —

PCT/JP2008/069829

D
V27AC12Iv27B

S

4

|

-
I
l L




WO 2009/054551 PCT/JP2008/069829

9/11

Fig. 10-1

A: Hela

120 r

—
(=]
(=]

©
(=]

60

40

VEGF/ GAPDH (% gene expression)

20

[RNA] =200 nM

)



WO 2009/054551 PCT/JP2008/069829

Fig.10-2

10/11

B: A549

120

100

80

60

40

VEGF/ GAPDH( % gene expression)

20

Cont LLF2000 siv21A/v2iB Ds v27A/v27B Ds
v27AC16/v27B  v27AC12/v278B

Incubated for 48 h
[RNA] = 200 nM

C: SH10-TC

120

100

P [=2] -]
o o (=]

VEGF/ GAPDH( % gene expression)

N
o

Incubated for 48 h
[RNA] = 200 nM




wO

2009/054551

Fig.10-3
D: Jurkat

120

100

E =13 o
o o (=]

VEGF/ GAPDH( % gene expression)

ho
o

Incubated for 48 h

PCT/JP2008/069829

11/11

[RNA] = 200 "M

E: K-562

120

100

80

60

40

VEGF/GADPH ( % gene expression)

20

Cont

Incubated for 48 h
[RNA] = 200 nM

si v21A/v21B Ds v27A/v21B Ds v27AG16/v27B



1/4
SEQUENCE LISTING

<110> NATIONAL INSTITUTE OF ADVANCED INDUSTRIAL SCIENCE AND TECHNOLOGY
<110> OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.
<110> HAYASHI KASEI CO,, LTD.

<120> LIPID-MODIFIED DOUBLE-STRANDED RNA HAVING POTENT RNA INTERFERENCE
EFFECT

<130> P08-117

<150> JP 2007-276985
<151> 2007-10-24

<160> 17
<170> Patentln version 3.1

<210> 1

211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 27nt 27A1

<400> 1
CUEEgCCUUUC acuacuccua cgageac 27

<210> 2

<211> 25
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 25nt 25A1

<400> 2
cuggccuuuc acuacuccua cgage 25

<210> 3
<211> 23
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 23nt 23A1

<400> 3
cuggocuUUc acuacusccua cga 23

<210> 4
211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 21nt 21A1

<400> 4



CUggccUuuUc acuacuccua ¢

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

<220>
<223> Sequence of 2int 21A2

<400> 5
ggcouuucac uacuccuacg a

<210> 6
<211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 27nt 27B

<400> 6
gugcucguag gaguagugaa aggccag

<210> 7

<211> 25
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 25nt 27B

<400> 7
goucguagga guagugaaag gecag

<210> 8
<211> 23
<212> RNA
<213> Artificial

<220> :
<223> Sequence of 23nt 27

<400> 8
ucguaggagu agugaaagegc cag

<210> 9
211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of 21nt 27B

<400> 9
guaggaguag ugaaaggcca g

2/4
21

21

27

25

23

21



<210> 10
211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
223> Sequence of v27A

<400> 10
cuuccuacag cacaacaaau gugaaug

<210> 11
211> 27
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of v27B

<400> 11
gaaggauguc guguuguuua cacuuac

<210> 12
<211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220> .
<223> Sequence of v21A

<400> 12
uccuacagca caacaaaugu g

<210> 13
<211> 21
<212> RNA
<213> Artificial

<220>
<223> Sequence of v21B

<400> 13
gaaggauguc guguuguuua ¢

<210> 14
211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220> ,
<223> PCR primer-1 for VEGF

<400> 14
coctgatgag atcgagtaca tctt

<210> 15
<211> 18
<212> DNA

3/4

27

27

21

21

24



4/4
<213> Artificial

<220>
<223> POCR primer—2 for VEGF

<400> 15
accgecctegg ctigtcac

<210> 16
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> PCR primer-1 for GAPDH

<400> 16
ggaaagetgt ggogtgatg

<210> 17
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> PCR primer—2 for GAPDH

<400> 17
ctgttgetst agoogtattc

18

19

20
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DESCRIPCION

ARN BICATENARIO CON LiPIDO MODIFICADO QUE TIENE UN POTENTE

EFECTO DE INTERFERENCIA DEL ARN
CAMPO TECNICO

La presente invencién se relaciona con un ARN bicatenario con lipido
modificado que puede inhibir de manera eficiente la expresién de un gen objetivo.
Mas especificamente, la presente invencién se relaciona con un ARN bicatenario
con lipido modificado que tiene alta resistencia a la nucleasa y alta eficiencia de

captacion celular, y produce un excelente efecto de interferencia del ARN.
TECNICA ANTERIOR

El desarrollo de los farmacos para el tratamiento eficiente de
enfermedades intratables, tales como el cancer y el SIDA, es un objeto importante
a alcanzar en el campo de las ciencias bioloégicas. Un método potencial para lograr
este objetivo es utilizar medicinas genéticas que actian solamente sobre genes
especificos. En particular, un método de interferencia del ARN (ARNi) que utiliza
un ARN corto bicatenario de 21 bases de largo (ARN de interferencia corta:
siARN) ha atraido recientemente mucho la atencién como una medicina genética.
El método de ARNi se report6é primero por Fire et al. en 1998 (ver Documento no
Patente 1). De acuerdo con el informe de Fire et al., cuando se introduce en las

celulas el ARN bicatenario de aproximadamente 100 pares de base que.es

homélogo a una region especifica de un gen cuya funcién va a ser inhibida, el

ARN bicatenario ‘se digiere por la accion del Dicer en fragmentos de

aproximadamente 20 a 25 pares base, y luego puesta en complejo con una
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pluralidad de proteinas para formar un complejo ARN/proteina (este complejo se
denomina como un RISC: un Complejo Silenciador Inducido por ARN), que se une
a un sitio homoélogo del mARN producido del gen objetivo y que inhibe
potencialmente de esta manera la expresidon del gen. Sin embargo, se ha
reportado que cuando el ARN largo bicatenario de aproximadamente 30 pares
base o mayor se introduce en las células de mamifero, se induce una reépuesta

de interferén, que es una respuesta antiviral, originando asi un fenémeno de

apoptosis. Por lo tanto, se considerd dificil aplicar el método del ARNi a los

mamiferos. Tuschl et al. sintetizd asi quimicamente el ARN bicatenario de 12
bases de largo que tiene extremos en suspensiéon en ambos extremos 3’, y que se
reportdé que cuando tal ARN bicatenario se introduce directamente en las células
de mamifero, el ARN bicatenario puede inhibir potencialmente la expresion del gen

especificamente la secuencia, aunque evitando una respuesta de interferon (ver

Documento no Patente 2). Tuschl et al. sintetizé ademas ARNs cortos bicatenarios
-que consisten de una regién bicatenario de 19 pares base y extremo(s) en

- suspension de varias longitudes a los extremos 3’ 0 &, e investigd sus efectos de

interferencia del ARN. Como resultado, las observaciones mostraron que el siARN

"~ de 21 bases de largo que tiene un extremo en suspensién de 2 bases en ambos

extremos 3’ demostrdé un efecto de interferencia de ARN muy potente, mientras
que ningun otro tipo de ARN corto bicatenario exhibi6é .un efecto de interferencia de
ARN notorio. Con base en este reporte, se utiliza cominmente el método de
interferencia de ARN que utiliza un ARN bicatenario de 21 bases de largo que
tiene un extremo en suspension de 2 bases en ambos extremos 3’. El método de
inhibir la expresién del gen objetivo que utiliza un ARN corto bicatenario de 21
bases de largo se denomina aqui como el “método siARN”, para distinguirio del

método ARNI.

6S
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En razén a que el método siARN utiliza ARN sintético, la preparaciéon de
la muestra es comparablemente facil, y el manejo también es fécfl; adicionalmente,
se pueden producir efectos muy potentes. Por lo tanto, el método siARN ha
atraido mucho la atencién no solamente en el campo de ciencias biolédgicas, sino

también en el campo de negocios de biotecnologia.

Sin embargé, este excelente método del siARN también tiene problemas
a ser resueltos. Como se describié anteriormente, el siARN esta compuesto de
una molécula de ARN que se descompone facilmente por Ié accion de la nucleasa.
Comparado con el ARN de cadena Unica, la regién del ARN bicatenario tiene una

resistencia comparativamente alta a la nucleasa contenida en el medio y/o una

célula. Sin embargo, un ARN bicatenario que consiste de 19 pares base produce

escasamente los efectos de interferencia del ARN conocidos. Como tal, se ha
reportado que cuando se introdujo en las células que contienen la secuencia del
gen objetivo, aunque el siARN sintético produce un potente efecto inhibitorio en la
éxpresién del gen durante aproximadamente 2 a 4 dias, su efecto de interferencia
del ARN se reduce aguadamente posteriormente, y se pierde casi completamente

en aproximadamente siete dias.

Varios siARN quimicamente modificados se han réportado
recientemente por suministrar siARN con una eficiencia de captacién celular
mejorada y prolongada, efectos de interferencia de ARN altamente activa. Por
ejemplo, para mejorar la resistencia a la digestion de exonucleasa, los siARN
modificados con un grupo amino, un grupo tiol o un sitio abasico sobre un extremo
del siARN se han sintetizado. Sin embargo, se ha reportado que la mayoria de los
siARN terminalmente modificados de 21 bases de largo tienen efectos de

interferencia del ARN notoriamente reducidos.
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En éﬁos recientes, J. Rossi et al. reporté que un ARN bicatenario de 27
pares base produjo un efecto de interferencia del ARN que es aproximadamente
100 veces mayor que aquel del ARN bicatenario de 21 bases de largo (ver
Documento no Patente 3). Esto es presumiblerﬁente porque después de que el
ARN de 21 pares bases se cliva con una enzima similar a aRNasa lll, Dicer, en un
siARN de 21 bases de largo, el RISC del complejo de proteina reconoce el siARN,
dev tal manera que los efectos del siARN se pueden producir con una alta

eficiencia.

Como se describié anteriormente, en razén a que el ARN de 27 bases
de largo puede producir excelentes efectos de interferencia del ARN, las
expectativas a utilizar este ARN como una medicina genética se incrementan. Sin
embargo, se desconoce completamente el método técnico efectivo para mejorar el
efecto de interferencia del ARN del ARN de 27 bases de largo. Adicionalmente, el
método técnico para mejorar el efecto de interferencia del ARN del ARN
bicatenario mas corto o mas largo de 27 bases, que tiene un efecto de

interferencia del ARN, tampoco es claro.

Los ARN bicatenario que tienen unos efectos de interferencia del ARN
se configuran generalmente por tener extremos en suspension. Los ARN sin
extremos en suspension (es decir, que tienen extremos romos) también se han
investigado por sus efectos de interferencia del ARN. Los resultados, sin embargo,
sugieren que los efectos de interferencia del ARN de los ARN bicatenario de
extremo truncado sobre el lado del extremo 5 de la cadena codificante son

sustancialmente los mismos, o mejores que aquellos de los ARN bicatenario que
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tienen un extremo en suspensiéon sobre el lado del extremo 5’ de la cadena

codificante (ver Documento no Patente 4).

Los lipidos tienen alta permeabilidad de membrana’ celular, y se
conocen por sér utiles para suministrar los farmacos a las células. Enlazando tal
lipido a un ARN bicatenario que tiene un efecto de interferencia del ARN se espera
que se incremente la eficiencia de captacién celular y produzca de ésta manera
efectos de interferencia del ARN mas potentes. Sin embargo, se conoce que
cuando un lipido es simplemente ligado a un ARN bicatenario que tiene un efecto

de interferencia del ARN, el efecto de interferencia del ARN se reduce

fuertemente. En la técnica anterior, un ARN bicatenario con lipido modificado tiene

tanto un efecto de interferencia del ARN excelente como un efecto Gtil basado en

el lipido que todavia tenia que ser construido.

Documento no Patente 1: Fire et al., Nature, 391, 806-811 (1998)

Documento no Patente 2: Tuschl et al., EMBO Journal, 20, 6877-6888 (2001).
Documento no Patente 3: J. Rossi et al., Nature Biotech., 23, 222-226 (2005).
Documento no Patente 4: J. T. Marques et al., Nature ‘Biotech., 24, 559-565

(2005).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

PROBLEMA A SER RESUELTO POR LA INVENCION

Un objeto de la presente invenciéon es suministrar un ARN novedosos
bicatenario que tiene una alta resistencia a la nucleasa y una alta eficiencia en la
captacion celular, y que es capaz de producir un excelente efecto de interferencia

del ARN. Otro objeto de la presente invencién es suministrar una composicién
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farmacéutica que contiene un ARN novedoso bicatenario. Un objeto adicional de la
presente invencion es suministrar un método para inhibir la expresién de un gen
objetivo, que comprende introducir el ARN novedoso bicatenario en las células

para inhibir la expresién del gen objetivo.
MEDIOS PARA RESOLVER EL PROBLEMA

Los presentes inventores condujeron una investigacion extensa para

~lograr los anteriores objetivos, y encontraron que cuando un lipido esta ligado,

directamente o por via de un ligador, a por lo menos uno del primero al sexto
nucledtidos del extremo 5’ de una cadena codificante de un ARN bicatenario que
comprende la cadena codificante que tiene una secuencia de nucleétido

complementaria a la secuencia objetivo en un gen objetivo, y una cadena

anticodificante que tiene una secuencia de nucleétido complementaria a la cadena

codificante, el ARN bicatenario es capaz de inhibir Ia.expresi()n del gen objetivo, y
el ARN bicatenario asi construido tiene una alta resistencia a la nucleasa y una
alta eficiencia de captacién celular, y produce un excelente efecto de interferencia
del ARN. La presente invencion fue lograda como resultado de investigacién

adicional, con base en este hallazgo.

Mas especificamente, la presente invencién suministra el siguiente ARN
bicatenario con lipido modificado, composiciones farmacéuticas que contienen el
ARN novedoso bicatenario, métodos para inhibir la expresién de un gen objetivo,

etc.

ftem 1. Un ARN bicatenario con lipido modificado que comprende una cadena

codificante que tiene una secuencia de nucleétido complementaria a una

&
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secuencia objetivo en un gen objetivo, y una cadena anticodificante que tiene una
secuencia de nuclebtido complementaria a la cadena codificante, el ARN
bicatenario es capaz de inhibir la expresiéon del gen objetivo, y la cadena
codificante tiene un lipido ligado a por lo menos uno del primero al sexto

nucledtidos del extremo 5’ directamente o por via de un ligador.

ftem 2. Un ARN bicatenario con lipido modificado de acuerdo al item 1 que es de
extremo truncado sobre elv lado del extremo 5’ de la cadena codificante, y es de
extremo truncado o tiene un extremo en suspension sobre el lado del extremo 3’

de la cadena codificante.

item 3. Un ARN bicatenario con lipido modificado de acuerdo al item 1 que tiene

extremos en suspension en ambos lados de los extremos 5 y 3’ de la cadena

codificante.

ftem 4. Un ARN bicatenario con lipido modificado de acuerdo a uno cualquiera de

los items 1 a 3 en donde la cadena codificante consiste de 21 a 27 nucleétidos.

ftem 5. Un ARN bicatenario con lipido modificado de acuerdo al ftem 2 que es de
extremo truncado en ambos lados de los extremos 5’ y 3’ de la cadena codificante,
y en la cual cada una de las cadenas codificantes y contrasentido consisten de 27

nucledtidos.

itefn 6. Un ARN bicatenario con lipido modificado de acuerdo al item 2 que es de

extremo truncado en ambos lados de los extremos 5’ y 3’ de la cadena codificante,

y en la cual cada una de las cadenas codificantes y contrasentido consisten de 23

nucleétidos.

30
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99.999 % en peso, preferiblemente 90 a 99.99 % en peso, y aln mas

preferiblemente 99 a 99.9 % en peso, con base en el peso total de la composicion.

El gen objetivo y la enfermedad para la cual se utiliza la composicién
farmacéutica de la invencion no estan particularmente limitados. La relacién entre
el gen >objetivo y la enfermedad se conoce. El tipo de célula en la cual la
composicion farmacéutica de la invencion se introduce no esta limitado. Las
células que se van a utiliiar pueden ser células derivadas de humano o células
derivadas de animal no humano. La composicién farmacéutica de la i‘nvencién se

puede utilizar in vitro o in vivo.

La cantidad y el método para introducir el ARN bicatenario con lipido

modificado de la invencién en células son las mismas que los métodos siARN

‘convencionales. Por ejemplo, cuando la composicién farmacéutica de la invencion

se utiliza para introducir el ARN bicatenario con lipido modificado en las células in
vitro, se puede utilizar un método para cultivar células en la presencia de una
cantidad apropiada de la composicion farmacéutica. Cuando la composicién
farmacéutica de la invencion se utiliza para introducir el ARN bicatenario con lipido
modificado en células cultivadas o en células extraidaé del cuerpo vivo in vitro, el
ARN bicatenario con lipido modificado de la invencién se puede introducir en la
presencia de suero. Cuando la composicién farmacéutica de la invencién se utiliza
para introducir el ARN bicatenario con lipido modificado en las células in vivo, se
puede utilizar la inyeccioén directa de la composicion farmacéutica en el tejido;
inyeccion intravenosa, subcutanea, muscular, intraperitoneal, intraocular,
gastrointestinal . o dental, administracién por inhalacién en la cavidad nasal,

cavidad oral, pulmon, o similar; administracion oral; administracién transdérmica a
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través de la piel; administraciéon transmucosa a través de la mucosa oral, mucosa

vaginal, mucosa ocular, mucosa rectal, y mucosa uterina; y métodos similares.

Cuando se utiliza la composiciéon farmacéutica de la invencion, se puede
utilizar opcionalmente en conjunto con un reactivo de transfeccién de gen
conocido utilizado para transfectar el siARN hacia las células. Alternativamente, la
composicion farmaceéutica de la invenciéon puede contener un reactivo de
transfeccién de gen. EI ARN bicatenario con lipido modificado contenido en la
composicion farmacéutica de la invencién tiene excelentes capacidades de
transfeccién celular, adn cuando se utiliza solo. Por lo tanto, el ARN bicatenario
con lipido modificado se puede introducir en las células sin utilizar un reactivo de
transfeccion de gen conocido utilizado para suministrar siARN en las células, o

utilizar un reactivo de transfeccion de gen en una cantidad reducida.

La composicion farmacéutica de la invencién se puede utilizar en una
cantidad efectiva, por ejemplo, una cantidad tal que el ARN bicatenario con lipido
modificado se introduce en una cantidad de 0.001 a 10 pM, preferiblemente 0.001

a 1 pM, y mas preferiblemente 0.01 a 0.1 pM, por célula.

La composicion farmacéutica de la invencién puede inhibir o dafiar la
expresion de un gen objetivo para evitar de esta manera, mejorar, o tratar una

enfermedad causada por la expresion del gen objetivo.

La presente invenciéon suministra ademas un método para inhibir la
expresion del gen de un gen objetivo. El método para inhibir la expresion del gen
objetivo comprende transfectar el ARN bicatenario con lipido modificado en las

células.
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El gen objetivo o la enfermedad no estan particularmente limitados, y la
relacion entre el gen objetivo y la enfermedad se conoce, como se mencioné
anteriormente. El tipo de célula en la cual se introduce el ARN bicatenario
modificado de la invenciéon no esta limitado. Las células que se van a utilizar
pueden ser células derivadas de humano o células animales no humanas. El ARN

bicatenario modificado de la invencién se puede introducir in vitro o in vivo.

En el método para inhibir la expresidbn de un gen objetivo de la
invencion, la cantidad y el método para introducir el ARN bicatenario con lipido
modificado de la invencién en las células es igual que el método siARN
convencionales, y se puede seleccionar adecuadamente. Por ejemplo, en el
método para inhibir la expresion de un gen objetivo de la invencién, introducir el
ARN bicatenario con lipido modificado de la invencién en las células in vitro, una
etapa de cultivar células en la presencia de una cantidad apropiada del ARN
bicatenario con lipido modificado se puede utilizar. En el método de inhibir la
expresion de un gen objetivo de la invencion, introducir el ARN bicatenario con

lipido modificado en las células cultivadas o en las células extraidas del cuerpo

-vivo in vitro, se puede una etapa de introducir el ARN bicatenario con lipido

modificado de la invencién en las células en la presencia del suero. En el método
de inhibir la expresién de un gen objetivo de la invencién, introducir el ARN
bicatenario con lipido modificado en las células in vivo, se puede utilizar una etapa
comb se describe enseguida; la inyeccion directa del ARN bicatenario con lipido
modificado de la invencién en el tejido; la inyeccion intravenosa, subcutanea,
muscular, intraperitoneal, intraocular, gastrointestinal, dental o similar; la
administracion por inhalacién en la cavidad hasal, Ié cavidad oral, pulmén o

similar; la administracién oral; la administracion transdérmica a través de la piel; la

75
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administracién transmucosa a través de la mucosa oral, la mucosa de la vagina, la
mucosa ocular, la mucosa rectal, y la mucosa uvterina; y etapas similares. Al llevar
una cantidad efectiva del ARN bicatenario con lipido modificado a contacto con
las células, el ARN bicatenario con lipido modificado de la invencién se puede
introducir a las células. Por ejemplo, el ARN bicatenario con lipido modificado se
édministra en una cantidad de 0.001 a 10 pM, preferiblemente 0.001 a 1 bM, y

mas preferiblemente 0.01 a 0.1 pM, por célula.

El ARN bicatenario con lipido modificado de la invencién tiene excelente
capacidad de transfeccién celular, ain cuando se utilice solo. Por lo tanto, el ARN
bicatenario con lipido modificado se puede introducir en las células sin utilizar un
reactivo de transfeccion de gen conocido, o utilizar un reactivo de transfeccion de

gen en una cantidad reducida.

El método para inhibir la expresidn de un gen objetivo de acuerdo con la
presente invencion puede inhibir o dafar la expresion del gen objetivo para evitar
de esta manera, mejorar, o tratar una enfermedad causada por la expresion del

gen objetivo.
EJEMPLOS

La presente invencidn se describe en detalle con referencia a los

siguientes Ejemplos; sin embargo, la invencién no se limita por estos Ejemplos.

Ejemplo 1: Efectos Inhibitorios de los ARN bicatenario con Lipido Modificado &’

sobre la Expresion del Gen Luciferasa

Ehi
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1. Sintesis de los ARN bicatenario con Lipido Modificado que Apuntan al Gen

Luciferasa

1-1. Secuencias de las Cadenas codificantes v las Cadenas anticodificantes

Los ARN bicatenario que contiene cadenaé codificantes con 21 a 27
bases de largo y Cadenas anticodificantes con 21 a 27 bases de largo se
disefaron teniendo una secuencia homoéloga a la Renilla luciferasa y ca.paz de
suprimir la expresion del gen de Renilla luciferasa. Tales ARN bicatenario pueden
producir barias formas de cadenas dobles,- dependiendo de la combinacién de la
cadena anticodificante y la cadena codificante. Los siguientes nombres se
asignaron a estos ARN bicatenario. “DS (bicatenario) ARNs”: los ARN bicatenario
completamente no contienen un extremo en suspension (una region de cadena

unica) (es decir, los ARN bicatenario que contienen los extremos truncados tanto

‘de los lados de los extremos 5 como 3’ de la cadena codificante); “si ARNs”: los

ARN bicatenario que contienen extremos en suspension (colgantes) sobre ambos
lados de extremo de éstos; y “ARNs RO (Cuelgan a la Derecha)”. los ARN
bicatenario que contienen un extremo en suspension solamente sobre el lado
derecho cuando el lado del extremo 5’ de la cadena codificante se muestra sobre
el lado izquierdo. Los nombres de éstos varios ARN bicatenario se diStinguen al
disefiar la cadena codificante como “A” (“A1” o “A2”) y la cadena anticodificante
como “B”, y al indicar los nimeros de las bases de cada ARN de cadena unica, es
decir, la cadena codificante y la cadena anticodificante. En razén a que se
disefiaron dos tipos de Cadenas codificantes, ellas se designan cada una como
“‘A1” y “A2” para clasificacion. Como para los ARN bicatenario modificados con

lipido en la region de extremo 5 de la cadena codificante, la designacién “Cx

25
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(x=16 o 12)" se da después del nombre de cada cadena codificante. Las

secuencias de los ARN utilizados son como sigue.

Cadenas codificantes:

27nt 27A1: 5-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGCAC-3’ (SEQ ID NO: 1)
25nt 25A1: 5-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGC-3' (SEQ ID NO: 2)
23nt 23A1: 5’-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGA-3’ (SEQ ID NO: 3)

21nt 21A1: 5-CUGGCCUUUCACUACUCCUAC-3 (SEQ ID NO: 4)

21nt 21A2: 5-GGCCUUUCACUACUCCUACGA-3’ (SEQ ID NO: 5)

Cadenas anticodificantes:

2?nt 27B: 5-GUGCUCGUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG-3 (SEQ ID NO: 6)
25nt 27B: 5-GCUCGUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG-3' (SEQ ID NO: 7)
23nt 27B: 5-UCGUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG-3' (SEQ ID NO: 8)

21nt 27B: 5-GUAGGAGUAGUGAAAGGCCAG-3’ (SEQ ID NO: 9)

1-2. Sintesis de los ARN bicatenario con Lipido No Modificado que Apuntan al Gen

de Luciferasa

Se prepararon varios ARN bicatenario utilizando las cadenas
codificantes y las Cadenas anticodificantes listadas anteriormente. Cada ARN
bicatenario se prepar6 al mezclar cantidades equimolares de una cadena

codificante y una cadena anticodificante en un amortiguador universal (Hayashi

~Kasei Co., Ltd.), calentando la mezcla a 92°C durante 2 minutos, y luego

reduciendo gradualmente la temperatura a 4°C. Los varios ARN bicatenario
resultantes se electroforizados sobre un gen de poliacrilamida al 20% a 250 V

durante 60 minutos, y luego confirmados al secar con un kit de tefiido de plata (GE

%
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Health Care Bioscience). La FIG. 1A muestra las estructuras de los ARN

bicatenario no modificados.

1-3. Sintesis de los ARN bicatenario con Lipido Modificado que Apuntan al Gen de

Luciferasa

Las cadenas codificantes con lipido modificado en la cual el lipido se
ligd al extremo 5’ de las cadenas codificantes de los ARN bicatenario capaces de
inhibir la expresiéon del geh de luciferasa se sintetizaron. En estas cadenas
codificantes con lipido modificado, el lipido estuvo covalentemente unido por via
de un grupo aminoalquilo (Modificador Amino C6; Glen Research) ligado al
extremo 5’ de las cadenas codificantes anteriormente mencionadas. Las cadenas
codificantes con lipido modificado se sintetizaron al hacer reaccionar en una fase
de liquido un compuesto-de lipido que contiene un grupo éster activo (denominado
a continuacién como un “compuesto de lipido que contiene éster activo” con una
cadena codificante modificada »mediante la aminacion del extremo 5’ (Esquemas

de Reaccidén 1y 2).

Esquema de Reaccion 1

o O
) (,3 5 3 - G .
HEINB(GHz)ﬁO‘E"O‘ Qligonucledtido -OH 4 CHT(CHZ)n_é "O“N
O
O
_ S CH:;"(CHQ}n“é‘N'(CHz)‘ﬁG*E"O“ Oligonucledtide -OH
H 0

Esquema de Reaccién 2
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0, , 0
HoN{(CH2)O-O-OligonucledtideOH  + CH3'(CH2}n~&-O-ON Os
O

O 051
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> CHg"(CHz)n"&—ﬁ‘(CHg)ﬁO'l},’-O-@ligﬂnne[eﬁﬁdn-OH
O

Un proceso sintético espéciﬁco se describe adelante. Para aminar el
extremo 5’ de la cadena codificante, se pude efectuar un proceso convencional (el
proceso sintético de fosforamidita) utilizando un Modificador 5-Amino C6 (Glen
Research) sobre la sintesis de fase sélida de ARN, para sintetizar de esta manera
una cadena codificante modificada con un grupo aminoaiquilo en el extremo 5’ (21
bases de longitud). La cadena codificante modificada con un grupo aminoalquilo
en el extremo 5, que se habia purificado mediante HPLC se sometié a un analisis
MALDI-TOF MS, se compré de Hayéski Kasei Co., Ltd. La cadena codificante
resultante modificada con un grupo aminoalquilo en el extremo 5’ tiene —(CH;)s-
NH; ligado al extremo 5 (el residuo de fosfato del primer nucle6tido desde el
extremo 5’). La cqncentracién del ARN de cadena unica resultante se determiné al
medir la absorbancia a 260 nm que utiliza un espectrometro. El ARN de cadena
unica modificado con el grupo aminoalquilo se mezclé con un compuesto lipido
gue contiene éster activo (N-hidrovxisuccinimida éster de acido palmitico (Sigma-
Aldrich), o 4-nitrofenil éster de acido laurico (TCI)) disuelto en DMF (N,N
dimetilformamida) bajo condiciones de condensacion para sintetizar una ‘cadena
codificante con lipido modificado. Después de la reaccién, la solucién de la
reaccion se purifico mediante HPLC para remover los reactivos no deseados en la
solucién de reaccion que contiene la cadena codificante con lipido modificado. La
purificacién HPLC se efectud con el Amortiguador A: 100% 20 mM TEAA (pH 7.0)
y el Amortiguador B: 70% CH3CN/20 nM TEAA (pH 7.0) a un gradiente lineal de

10-100% de Amortiguador B durante un periodo de 50 minutos. Se utilizé6 CAP
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CELL (4.6 x 150 mm, 5 um; Shiseido) como la columna de purificacién. La FIG. 2
muestra los resultados analiticos del HPLC de ejemplo. La cadena codificante
modificada con lipido purificada mediante HPLC se liofilizé y se disolvié en agua
purificada, después de lo cual la concentracion y el rendimiento sintético de éstos

se determinaron mediante analisis espectral UV.

Los modelos estructurales y los rendimientos de las cadenas codificantes

modificadas con lipido resultante son como sigue.

0 o
27A1C16: CHa{CHa)14-C-N-(CH,)e OPO-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGCAC- "e"d- 8320 9%
H o}

(0] 0 Rend.
27A1C12: CH3(CH2)1o-é-N-(CHz)s.O'g-O-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGCAC-‘J‘ . 149.02%
H
o 0 Rend. ’
25A1C16: CHg{CHy)14-C-N-(CH)s-0P0-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGAGC-3' L 14736%
H O '
("3 0] Rend.
23A1C16: CHa(CHg)“—C-N-(CHz)B.OgO-CUGGCCUUUCACUACUCCUACGA~3‘ _.2814%
H .
9 (o] ‘ Rend.
21A1C16:; CH3{CHaz)1-C-N-(CH,)s-0P-0-CUGGCCUUUCACUACUCCUAC-3' _ :6155%
H 6
9 O Rend.
21A2C16: CH3{CHy)14-C-N-(CHp)s-0P-0-GGCCUUUCACUACUCCUACGA-3' ___:4710%
H o]
0] o} Rend.
21A2C12: CHa(CHg)m‘C~N-(CH2)5.O-gO'GGCCUUUCACUACUCCUACGA—3' __121.46%
H

Las cadenas codificantes con lipido modificado resultante fueron pareadas.con las
Cadenas anticodificantes para producir los ARN bicatenario con lipido modificado.
Los ARN se cadena doble se formaron de acuerdo con el mismo Iprocedimiento
como se describié anteriormente, y se confirmaron durante 20% de electroforesis

de gel de poliacrilamida. La Figura 1 muestra las estructuras de los ARN
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bicatenario con lipido modificado. La Figura 1B, X es 16 cuando se liga con un

derivado de acido palmitico, y x es 12 cuando se liga a un derivado acido laurico.

2. Resistencia a Enzima Degradativa de los ARN bicatenario de los lipidos

Modificado

Se evalué la resistencia de la nucleasa del 27nt dsARN de lipido modificado
con (Ds 27A1C16/27B). Primero, el- 27nt dsARN modificado con un lipido en el
extremo 5 de la cadena codificante, ajustado a una concentracién final 2uM, se
incubo a 37°C en un medio RPMI-1640 (Invitrogen) que contiene 10% de FBS
(Sanko Junyaku, Co., Ltd.) (Volumén final: 110 pl). después de O h, 0-5h, 1 h, 2 h,
4h,6h,8h,12h, 24 h, y 48 h, cada 10 pl de alicuota se muestréo y se inserto ekn
un tubo de muestra que contiene 2ul de un tinte de carga. Con el fin de detener
posteriormente la reaccion de degradaciéh, la muestra fue tomada rapidamente
Libfilizada en nitrégeno liquido y preservada a -20°C. El producto de muestra
resultante se electroforizé sobre un gel de poliacrilamida al 20% a 250 V durante
70 minutos. El producto fue entonces entintado cbn un kit de tefido en plata (GE
Health Care Bioscience) (ver el manual del producto para condiciones de tefido), y
someterse a un analisis de gel sobre un Chemilmager 4000 (Alpha Innotech
Corporation). Como comparaciones, 21siARN de 21 bases de largo (si 21A2/21B),
que es generalmente de uso amplio, y el 27nt dsARN (DS 27A1/27B) fueron
similarmente evaluadas por sus resistencias nucleasas. La Figura 3 muestra los

resultados de la electroforesis de gel.

Como resultado, los 21siARN fueron rapidamente degradados en medio
que contenia suero, y se confirmo la desaparicion de estos en aproximadamente 1

a 2 horas. De otra parte, el 27nt de dsARN no modificado y el 27nt dsARn
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modificado con lipido tuvo una resistencia a la nucleasa mucho mayor que aquelia
del 21siARN, y estos ARN bicatenarios aun permanecen después de 48 horas.

Estos resultados conducen a un nuevo hallazgo de que el ARN bicatenario con

. lipido modificado poseia estabilidad in vivo marcadamente mayor que aquella del

21siARN que es generalmente de uso amplio.

3. Procesamiento Mediante Dicer de los ARN bicétenario con Lipido .Modificado

que Apunta el Gen de Luciferasa

Se evalud procesar mediante el Dicer recombinante los ARN bicatenario
sintetizados y los ARN bicatenario con lipido modificado. Los experimentos de
clivaje Dicer fueron efectuados como sigue. Diez microlitros de 0.5 U de Dicer
recombinante (Gene Therapy Systems) y los ARN bicatenario no nﬁodificados o los
ARN bicatenario coh lipido modificado. 0 ajustado a una concentracion final de
2uM en solucién de 20 mM Tris-HCL (pH 8.0), 15mM NaCl, y 2.5 mM Mg,ClI
preparados en tubos de muestras, y luego las muestras fueron incubadas en una
incubadora a 37°C durante 2 horas. Con el fin de detener posteriormente la
reacciones de clivaje mediante el Dicer, se agrego 2l de la solucién de parada del
Dicer (Gene Therapy Systems) en las soluciones de reacciones, seguido por la
adicion de 2pl de un tinte de carga. Los productos de muestra resultante fueron
electroforizados sobre un gel de poliacrilamida al 20% a 250 V durante 70 minutos.
Los productos fueron entonces secados con un kit de tefiido de plata (GE Health
Care Bioscience) (ver el manual del producto para condiciones de tefido), y
sometido a analisis de gel sobre un Chemilmager 4000 (Alpha Innotech
corpooration). Como un control, 21siARN (si21A2/21B) también se analizo

mediante electroforesis de gel. Los resultados se muestran en la Figura 4.
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Los resultados mostraron que, entre los ARN bicatenario en los cuales las
cadenas codificantes de los Ds ARN (Ds 27A1/278B, Dé 25A1/25B, Ds 23A1/23B, y
Ds 21A1/21B) se modificaron con un lipido, se observaron bandas con Ds
27A1c16/27B y Ds 27A1C12/27B en posiciones similares al 21siARN no
modificado por la accién de un Dicer recombinante, indicando fuertemente asi la
produccion de los siARN de 21 bases de largo que contiene un extremo en
suspension de dos bases mediante el clivaje base.

También con Ds 25A1C16/25B y Ds 23A1C16/23B, se observaron nuevas bandas
en posiciones similares al 21siARN en la presencia del Dicer, revelando que ellos
fueron procesados por el Dicer. Con Ds 21A1C16/21B, de otro lado, no se observo
ningin cambio significativo en la presencia del Dicer, revelando que este no fue

procesado por el Dicer.

Mas aun, procesado por el Dicer los ARN bicatenario, en los cuales
las cadenas codificantes de los RO 27A1/25B, RO 25A1/23B, RO 23A1/23By RO
21A1/19B) contiene cada uno un extreho en suspension de dos bases sobre la
regién de extremo 3’de la cadena codificante fueron modificada con un lipido, fue
similarmente evaluada. Como resultado, con los tres tipos, es decir, RO
27A1C16/25B, RO 25A1C16/23B, y RO 23A1C16/21B, fueron observadas bandas
en posiciones similares al 21siARN en |a presencia del Dicer, revelando que ellos
fueron procesados por el Dicer. EI RO 27A1C16/258, RO 25A1C16/23B en
particulér,_ demuestran efectos de procesamiento significativos mediante el Dicer.
Con un 21A1C16/19B relativamente corto, de otro lado no se observo ningun
cambio, en el ARN bicatenario alin en la presencia del Dicer, sugiriendo que este
no fue procesado por el Dicer. Adicionalmente, el procesamiento por Dicér de los
ARN bicatenario en el cual las cadenas codificantes de los RO ARN (RO 27A1

123B y RO 25A1 /21B) que contienen los extremos en suspension para las cuatro

29
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bases sobre la region de extremo 3’ de la cadena codificante fueron modificado
con un lipido, asi como también una ARN bicatenario en la cual la cadena
codificante del RO ARN (RO 27A1 /21B) que contiene el extremos en suspensiéon
de seis bases sobres la region de extremo 3’ de la cadena codificante se evalué la
cadena codificante del RO ARN (RO 27A1 /21Bv) que contiene un extremo se
modifico con lipido. Como resultado, todos los RO ARN anteriormente
mencionados fueron procesados por Dicer, y se observaron nuevas bandas en las

mismas posiciones que el 21nt siARN.

Adicionalmente, el procesamiento de Dice de los ARN bicatenario en los
cuales de las cuales las cédenas codificantes RO ARN (RO 25A1 /27B, RO 23A1
125B y RO 23A1 /27B) que contiene un extremo en suspensidn sobre la regién de
extremo 5 de la cadena anticodificante de modificaron con un lipido fueron
simil.armente evaluados. Como resultado, con algunos de los RO ARN con lipido
codifi;:ado que contienen el extremo de suspensiéon sobre la regidén de extremo 5’
de la cadena anticodificante, se observaron nuevas bandas en razéon del
procesamiento por Dicer; sin embargo se observaron bandas al misrﬁo tiempo en
posiciones similares a aquella observadas en ausencia de Dicer, revelando que la
tasa de procesamiento mediante Dicer fue mas lenta que las tasa de

procesamiento para los Ds ARN vy los otros RO_ARN.

4. Inhibicién de la Expresion del Gen de Luciferasa Mediante los ARN bicatenario

Modificado con Lipido

Los efectos de interferencia de la ARN bicatenario no modificados

sintetizados y los ARN bicatenario con modificado con lipido fueron evaluados

utilizando Renilla luciferasa como un blanco. Las células Hela (células de cancer
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cervical humano; institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku University)
ajustadps a 1X10° células/ml antes de los experimentos fueron ksembrados sobre
placas de 96 pozos a 100ul por pozo, e incubados a 37°C durante toda la noche.
Al siguiente dia, se removié el medio viejo sobre el pozo, y se agrego un nuevo
medio libre de antibiético a 80 pl, y una solucién de complejo de un vector que
comp‘rende las luciferasas de luciérnaga y Renilla (psiCHECKTM -2 Vector;
Promegal y Lipofectamina™ 2000 (nombre comercial; Invitrogen) se agrego 10ul
por pozo que contiene las células HelLa. El vector de expresion se ajusto a 0.02 g
por pozo, .y la lipofectamina™ 2000 se ajusto a 0.2 Mg por pozo, y OptiMem
(Invitrogen) se utilizo para ajustar el volumen a un nivel necesario. Para formar un
complejo, el vector de expresién y la lipofectamina™ 2000 se mezclaron utilizaron
OptiMem, y luego se incubo la mezcla a temperatura ambiente durante 30
minutos. Después de la adicién de la soluciéon del complejo, las células fueron
incubadas a 37°C durante 4 horas en la presencia de CO? al 5%. Después de la
incubacién , los ARN bicatenario no modificados y los ARN bicatenario
modificados con un lipido en el extremo, que contiene la secuencia contra sentido
homologa a la secuencia del gen de la luciferasa de Renilla, fueron puestos en
complejo con lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) a concentraciones finales de 0 nM
, 0.2 nM, 0.5 nM, 1 nM, 2 nM, 5 nM, y 10 nM, y 10ul cada una de la soluciones del
complejo resultantes se agrego a las células Hela en las cuales se introdujo el
vector de expresion. El volumen final por pozo fue de 100ul. la solucién del
complejo de cada ARN y la lipofectamina™ 2000 se preparo al mezclar la solucion
de ARN acuoso a 5yl por pozo y una solucion de lipofectamina™ 2000 (0.2 pL) y
OptiMem a 5yl por pozo, encubando la mezcla a témperatura ambiente durante
30 minutos. Después de la introduccion del ARN, las células fueron incubadas
durante 48 horas, y los niveles de la expresién de luciferasa de luciérnaga vy

Renilla fueron ensayados utilizados un sistema de ensayo de luciferasa Dual-
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Glo™ (Promega) y un lumindmetro (Microlumat LB 96P; Berthold) y los efectos
inhibitorios de la expresion de la luciferasa de Renilla fueron determinado con

base en el nivel de la expresién de luciferasa de luciérnaga como un control.

La Figura 5 muestra los efectos inhibitorios sobre la expresién del gen
logrados cuando la concentracion de los ARN de cadena no modificados y los
ARN bicatenario con modificado con lipido fue de 0.2 nM. Como resultado, se
encontré que cuando los ARN bicétenario que contiene un extremo del lado del
extremo 5’ de la cadena codificante, tal como los Ds ARN'y los RO ARN, fueron
modificados con un liquido, estos ARN bicatenario demostraron efectos de
interferencia del ARN dramaticamente mejorados sobre los efectos suministrados
por los ARN de cadena que tenian la misma estructura pero que no fueron
modificados con un lipido. También se encontré que tales efectos de interferencia
altos de la ARN fueron logrados, sin importar la longitud de la cadena o la posiciéon
del extremo de suspension del RO ARN, al modificar el extremo 5’de la cadena
codificante con un lipido, comparado con el RO ARN no modificado con la misma
estructura. Estos resultados condujeron a un nuevo hallazgo de que los efectos de
interferencia deI.ARN se puede mejorar dramaticamente al modificar con un lipido
de extremo &’ de la cadena codificante de las moléculas con interferencia de ARN
gue contiene el extremo truncado del Iado del extremo 5’ de la cadena codificante
tales como la Ds ARN y los RO ARN. Tradicionalmente, el si 21A2C16/21B y si
21A2C12/21B en el cual el extremo 5’ de la cadena codificante del 21nt si ARN se
modifico con un lipido, también se enpontré que se demostraron los efectos de
interferencia del ARN mayores que los efectos suministrados mediante el 21nt si

ARN modificado.

S
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5. Efectos de la Interferencia de los ARN bicatenario Modificado con Lipido que

Apuntan a los Genes de Luciferasa (Sin Utilizar un Reactivo de Transfeccién de

Gen

Los ARN bicatenario modificados con lipido se transfectaron en célula solas
sin utilizar los reactivos de transfeccion del gen tales como Lipofectamina™ 2000 o
similares, y se evaluaron sea que ellos demostraran o no efectos de transferencia

del ARN.

Las células Hela (células de cancer. cervical humana; Institute of

Development, Aging and Cancer, Tohoku University) se ajustaron a 1 x 10°

células/m! antes de que los experimentos fueran sembrados en una placa de 96

pozos a 100 ul por pozo de incubado 37°C toda la noche. Al dia siguiente, el
medio viejo sobre el pozo fue removido, un nuevo, medio libre de antibidticos
agregando 80ul por pozo, y la solucion del complejo de un vector que expresa la
luciferasa de luciérnaga y Regilla (p.siCHECKT'Vl -2 Vector; Promegal y
Lipofectamina™ 2000 (nombre comercial; Invitrogen) se agrego 10ul por pozo que
contiene las células Hela. El vector de expresion se ajusto a 0.02 ug por pozo, y
la lipofectamina™ 2000 se ajusto a 0.2 ug por pozo, y OptiMem (Invitrogen) se
utilizo para ajustar el volumen a un nivel necesario. Para formar un complejo, el
vector de expresion y la lipofectamina™ 2000 se mezclaron utilizaron OptiMem, y
luego la mezcla se incubo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después
de la adicion de la solucion del complejo, las células fueron incubadas a 37°C
durante 4 horas en la presencia de CO; al 5%. Cada pozo fue entonces lavado

con 100 ul del medio tres veces paré remover la lipofectaminaTM 2000 del pozo.

Un medio que contiene 90 pl de antibidtico fue posteriormente agregados a las,

células y los ARN bicatenarios no modificado y los ARN bicatenario modificados
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con lipidos que contienen la secuencia contra sentido homologa a la secuencia del
gen de la luciferasa de Renilla , se ajustaron con el OptiMem para preparar las
muestras a concentraciones finales de 0 nM , 25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400
nM, 600 nM, 800 nMy 1ply 10pl cada una las muestras resultantes se agrego a
las células, que fueron entonces encubadas a 37°C durante 48 horas. Los niveles
de expresién de luciferasa de luciérnaga y Renilla fueron ensayados utilizando un
sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo™ (Promega) y un lumindémetro
(MicroLumat LB 96P; Berthold). Como comparaciones, también se evaluaron 21nt
siARN no modificado (si 21A1/21B) y 27nt dsARN (Ds 27A1/27B) por sus efectos
de interferencia al ARN bajo las mismas condiciones que se describieron
anteriormente.

Los efectos de interferencia del ARN se determinaron al evaluar el nivel de
expresion de luciferasa de Renilla sobre el nivel de expresion de luciferasa de
luciérnaga como un control. La Figura 6A muestra resultados para el si 21A2/21B,
Ds 27A1/27B y Ds 27A1C16/27B cuando la concentraciéon final fue de 50nM a
1uM, y la Figura 6B muestra los resultados para Ds 23A1/23B y Ds 23A1C16/23B
cuando la concentracién final fue de 25nM a 800 nM. Como resultado, se rebel6
que el Ds 27A1C16/27B y Ds 23A1C16/23B modificado con acido palmitico de la
region de extremo 5° de la cadena codificante suprimi6 la expresion de luciferasa
de Renilla, dependientemente.de la concentraciéon del ARN bicatenario; de esta
manera, estos ARN bicatenario, en razén a que ellos fueron modificados con acido
palmitico, se transfectaron a las células solas y de esta manera produjo las
reacciones de interferencia de ARN.de otro lado, los ARN bicatenario no
modificados (si 21A2/21B, Ds 27A1/27B y Ds 23A1C16/23B) no demostraron

efectos inhibitorios de la expresidon del gen significativos a un a altas

~concentraciones. Esto confirmo adicionalmente que los ARN bicatenario

modificado con acido palmitico tuvieron una eficiencia de toma celular

e
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expresion de gen sin utilizar un reactivo de transfeccion de gen.

6. Evaluacién de la Eficiencia de Tomas Celular de los ARN bicatenarios

Modificados con Lipido

Célula HeLa (células de cancer cervical humana; Institute of Development,
Aging and Cancer, Tohoku University) , las células A549 (células de cancer de
pulmdén humano; institute of Development, Aging and Cancer, Tohoku University),
y las células SH10-TC (células de cancer estomégo humano; Institute of
Development, Aging and Cancer, Tohoku University), se ajustaron a 1 x 10°
células/ml antes de los experimentos, asi como también las células Jurkat (células
de leucemia linfatica aguda); Institute of Development, Agi-ng and Cancer? Tohoku

University) y las células K-562 (células de leucemia mielogena cronica ), ajustadas

a2 x 10° células/ml antes de los experimentos fueron sembradas sobre empaques

de 24 pozos a 1mL por pozo, las células se incubaron en un medio que contenia
10% de suero bobino fetal (FBS; Sanko Junyaku, Inc.) y antibiéticos a 37°C en la
presencia del 5% de CO? .con relacion al antibiotico y al medio utilizado aqui, el
antibidtico fue una estreptomicina para todas las células, el medio fue un medio
MEM (Invitrogen) para la células HeLa, y un medio RPMI-1640 (Invitrogen) para
las ofras células. Antes de la transfeccidon de los oligonucleétidos
fluorescentemente marcados, estos medios fueron remplazados con un medio
libre de antibiético (450 pl). Los oligonucleétidos fueron marcados con 6-FAM en la
region de extremo 5 de la cadena anticodificante 27nt fueron utilizados como
oligonucledtidos fluorescentemente marcados, y |oé oligonucledtidos fueron
pareados con las cadenas codificantes 27nt no modificada o la cadena codificante

27nt modificada con un lipido que su regién de extremo 5’para formar cadenas

B8
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dobles. Los experimentos de eficiencia de toma celular se efectuaron como sigue.
Para formar un complejo de los oligonucleétidos y la lipofectamina™ 2000
(Invitrogen) marcada fluorescentemente, 50ul de una solucién mezclada obtenida
al combinar 25ul de una solucién mezclada de 10ul de una solucién de 10ul de
oligonuclec’)tido fluorescentemente marcado acuoso y 15ul de la solucién de
OptiMem con 25pl de una solucién marcada de 2ul de la solucidn de
lipofectamina™ 2000 (Invitrogen) y 23ul de la solucion de OptiMem se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Cuando la lipofectamina™ 2000
(Invitrogen) no se utilizo (Seccién F en la Figura 7; -LF2000), La solucién de
OptiMem se utilizo en lugar de 2 ul de la solucién de lipofectamina™ 2000, vy las
mezclas se prepararon de acuerdo con el mismo procedimiento anterior. Los 50
resultantes del complejo de oligonucledtido fluorescentemente marcado se
égregaron a 450 pl de células preparadas anteriormente (la concentracion final de
los ARN bicatenario: 200 nM), y se incubaron a 37°C durante 4 horas en la
presencia de CO, al 5%. Las células fueron lavadas posteriormente con PBS (-) o
el medio tres veces, y la eficiencia de la toma celular, de los ARN bicatenério se
evalué utilizando una microscopia de laser de fluorescencia confocal y citometria

de flujo.

En la evaluacién utilizando un microscopio laser fluorescente confocal, se
utilizo un sistema Radiance 2000 (Bio Rad), y se observo fluorescencia utilizando
un laser argén. En la citometria de flujo, la eficiencia de la toma celular por 10.000
conteos de células se midié utilizando un citometro coulter EPICS XL (Beckman

coulter). El software XL EXPO32™ (Beckman coulter) se utilizo en los analisis de

' citometria de flujo.

S
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Los resultados son mostrados en las figuras 7-1 a 7-3. La seccion F (-
LF2000) de la figura 7-3 muestra (ios resultados cuando es »utilizado el
lipofectamina™ 2000, y la seccién A a E (+LF2000) en las figuras 7-1 a 7-3
muestran los resultados cuando se utilizo lifectamina™ 2000 como un reactivo de
transfeccion de gen. La seccion A en la figura 7-1 muestra los resultados de la
eficiencia de la toma celular de los varios ARN bicatenario en las células Hela,
uﬁlizando lipofectamina™ 2000 como un reactivo de transfeccion de gen; la
seccion B muestra en la figura 7-1 los resultados para-las células A549, Ié seccion
C de la figura 7-1 muestra los resultados para las células SH10-TC; la seccién D
en la figura 7-2 muestra los resultados para las células K-562; y la seccién E en la
figura 7-3 muestra los resultados para las células Jurkat. La seccidn F en la figura
7-3 muestra los resultados de la eficiencia de la toma celular de varios ARN
bicatenario en células Hela sin utilizar un reactivo de transfeccion de gen

comercialmente disponible. Consecuentemente, la transfeccion de los ARN

bicatenario no modificados y los ARN de cadena modificados con liquido en todas

las células (células Hela, células A549, células SH10-TC, células jurkat, y células
K-562) se confirmaron en presencia de lipofectamina™ 2000. Particularmente con
el 27A1C16/27B modificado con acido palmitico e el extremo 5 de la cadena
codificante, una eficiencia muy alta de la toma celular se observo utilizando
microscopia de laser con fluorescencia con focal y citometria de flujo, es
comparado a ARN bicatenario no modificada y el ARN bicatenario modificado con
acido laurico. Adicionalmente, [a observacién utilizando una microscopia laser de
fluorescencia con focal sugirid6 que el ARN doble de cadena modificado con acido
palmitico fuera localizado en el citoplasma de las células. En las células
adherentes (células Hela, células A549, y las células SH10-TC) en particular, esta
eficiencia de la toma fue notablemente evidente. Adicionalmente, el analisis

citométrico de flujo confirmo que el ARN bicatenario modificado con &acido
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palmitico demostré una eficiencia de toma celular mayor que el ARNB ho
modificado en la presencia de lipofectaminaTM 2000. Estos resultados condujeron
a un nuevo hallazgo que cuando el ARN bicatenario esta covalentemente ligado
con un lipido tal como un &cido palmitico o el similar en la regién de extremo 5’ de
la cadena codificante, el ARN bicatenario demostré eficiencia en la toma de
muestra celular dramaticamente mejorada y se puede localizar en el citoplasma de

las células.

Ejemplo 2: efectores inhibitorios de los ARN de cadenas dobles modificados con

lipidos sobre la expresion de gen VEGF

1. Sintesis de los ARN bicatenario modificados con lipidos que apuntan al gen de

VEGF

1-1. secuencias de:cadenas codificantes y Cadenas anticodificantes

Los ARN bicatenario, que contienen una cadena codificante de 27 o 21
bases de largo y una cadena con contra sentido que tiene 27 o 21 bases de largo
se designaron teniendo una secuencia homologa al VEGF (el factor de crecimiento
endotelial vascular) y capaz de suprimira la capacidad de expresién del gen
VEGF. Los siguientes experimentos fueron conducidos utilizando estos ARN
bicatenario. El 27nt de ARN es un ARN de cadena completamente doble que
contiene un extremo en suspensiéon (una regiéh de cadena Unica) (es decir, un
ARN bicatenario que tiene los extremos truncados tanto de los lados de los
extremos 5 de la cadena codificante), y el 21siARN bicatenario que contiene 2

extremos en suspension base sobre los extremos 3’ tanto de la cadena codificante
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como contra sentido. Consecuencias del 27nt dsARN y 21siARN utilizada como

sigue.
27nt dsARN:

Cadena codificante: v27A: 5° —CUUCCUACAAGCACAACAAAUGUGAAUA-3'

(SEQ ID NO: 10)

Cadena anticodificante: v27B: 3' ~-GAAGGAUGUCGUGUUGUUUACACUUAC-5’

(SEQ ID NO: 11)
21 siARN:

Cadena codificante: v21A: 5 —UCCUACAGCACAACAAAUGUG-3' (SEQ IN NO:

12)

Cadena anticodificante: v21B: 3 GAAGGAUGUCGUGUUGUUUAC-5' (SEQ ID

NO: 13)

1-2. sintesis de los ARN bicatenario no modificados con lipido que apuntan al gen

de VEGF

Las cadenas codificantes anteriormente mencionadas y las cadenas
contrasentido fueron hibridizadas de la misma manera que el ejemplo 1 para
formar cadenas doble, produciendo de esta manera ARN de cadenas doble no

modificados con lipido.
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Transformacion de las cadenas dobles se confirmo mediante electroforesis

de gel de acrilamida al 20% de acuerdo con el mismo procedimiento del ejemplo1.

1-3. sintesis de los ARN bicatenario modificados con lipido que apuntan al gen de

VEGF

Los ARN bicatenario modificado con lipido en los cuales un lipido se ligo al
extremo 5 de las cadenas codificantes de los ARN bicatenario mencionados
anteriormente capaces de inhibir el gen VEGF se sintetizaron. En los ARN
bicatenario modificados con lipido, el lipido fue covalentemente unido por via del

grupo aminoalquilo (modificador amino C6; Glen Research) ligado al extremo 5’ de

la cadena codificante anteriormente mencionada. Los ARN de cadena Unica

modificados con lipido (Cadenas codificantes) fueron sintetizados de acuerdo al

mismo procedimiento del ejemplo 1.

Los modelos estructurales y los rendimientos de los ARN modificados con

lipido que apuntan a el gen VEGF fueron como sigue.

. Q ]
v27AC18: CHgCCHYg}u-C-ﬁ-(CHg]s-Qg-O'CUU‘GCMACAGCAGAAGAMUGUGMUG-&' Rendimiento: 45,02 %

: L. 2 0
V2ZTACIZ: ‘cHa’(CHﬂin-C'ﬁ’(CHﬁsUgO‘CUUCCUACAGCAGAACWUGL%GMUG-S" Rendimiento: 33 06 %
' H

9 9
v21AC16: CHa{CHz}wC«NH-('CHZ)E.O'SO'UCCHAC&GCACMCMUGUG;S“ Rendimiento: 24,19 9
0 0
v21ACt2: c:HG«:Hngé-ﬁe{cHz}e‘ogo-uccuacaemcmcmueu&a" Rendimiento: 47,76 %
al )

Las cadenas codificantes modificadas con lipido resultantes fueron pareadas

con Cadenas ahticodificantes para producir los ARN bicatenario modificados con
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lipido. La formacién de cadenas doble se confirmo mediante electroforesis de gel
de acrilamida al 20%.de acuerdo al mismo procedimiento del ejemplo 1. En la
figura 8 muestra las estructuras de los ARN bicatenario modificados con lipido.-En
los ARN modificados con lipido apuntan al gen de VEGF, los momentos de elusién

también fueron los mismos substancialmente que el ejemplo 1.

2. procesamiento mediante Dicer en los ARN bicatenario modificados con lipido

que apuntan al gen VEGF

El procesamiento mediante el Dicer recombinante de los ARN bicatenario
modificados con lipido y los ARN bicatenario modificados con lipido se evalta. Los
experimentos de clivaje Dicer fueron efectuados de acuerdo al mismo

procedimiento del ejemplo 1. Los resultados se muestran en la figura 9.

Como resultado, con los Ds v27AC16/v27B y Ds v27AC12/N27B se preparan
bandas en posiciones diferentes al 21siARN modificado mediante la accién de un
Dicer recombinante, indicando fuertemente asi la produccién de los siARN de 21
bases de largo que contienen un extremo en suspension 2 bases mediante el
clivaje Dicer. Estos resultados establecieron que unir un lipido al extremo 5’ de la
cadena codificante del 27nt dsARN no impide el précesamiento Dicer. Con el si
v21AC16/v21B y si v2AC12/v21B, de otro lado, no se observo ningtin cambio en la
presencia del Dicer, es comparado con cuando el Dicer estaba ausente, revelando

que ellos no fueron procesados por el Dicer.

3. inhibicién del gen de expresion VEGF mediante ARN bicatenario modificados

con lipido
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El 21nt siARN con todos los extremos no modificados, el 27nt dsARN con
los extremos no modificados, el 27nt dsARN modificado con un lipido en el
extremo 5’ de la cadena codificante (27nt dsARN modificado con un lipido en el
extremo), y el 21nt siARN modificado con un lipido en el extremo 5’ de la cadena
codificante (21nt siARN modificado con un lipido en el extremo) se evaluaron por
sus efectos inhibitorios sobre la expresion del gen VEGF, utilizando células }Hela
(células de cancer cervical humana; Institute Of DeVeIopment, Aging and Cancer,
Tohoku University), células A549 (células de cancer de pulmoén humano; Institute
Of Development, Aging and Cancer, Tohoku University), células SH10-TC (células
de cancer de estomagodhumano; Institute Of Development, Aging and Cancer,
Tohoku University), células Jurkat (células de leucemia linfatica aguda; Institute Of
Development, Aging and Cancer, Tohoku University), y las células K-562 (células
de leucemia mielogena crénica; Institute Of Development, Aging and Cancer,
Tohoku University). Ademas, los ARN bicatenario que no tienen un homologo de ia
secuencia al gen VEGF (27nt dsARN (Random) y 21nt siARN (Random)), asi
como también los ARN bicatenario modificado con lipido los cuales el lipido estuvo
ligado al extremo 5’ de las cadenas codificantes de estos ARN bicatenario, fueron

evaluados de manera similar.

Los experimentos fueron efectuados de acuerdo con los siguientes
procedimientos. Las células Hela, las células A549, y las células SH10-TC se
ajustaron a 1 x 10° células/ml antes de los experimentos, asi también como las
células Jurkat y las células K-562 se ajustaron a 2 x 10° células/ml antes de los
experimentos, fueron sembradas sobre placas de 24 pozos a 500 pl por pozo, y
fueron incubad'as a 37°C durante toda la nc?che. Al siguiente dia, se removié el
medio viejo sobre los pozos, y se agrego un medio libre de antibiético nuevo a 450

Ml por pozo. El medio MEM se utilizo para las células Hela, ye | medio PRMI-640
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se utilizo para los otras células. Un complejo de los ARN bicatenario modificados o
no modificados con lipido (25 pl) que contienen una secuencia contra sentido
homologa a la secuencia del gen VEGF con una solucién Iipofec’carhina""I 2000
(Invitrogen) (25 ul) se formo, y entonces 50 ul de cada una de las soluciones de
ARN bicatenario se agrégo a 450 ul de cada una de las células anteriormente
mencionadas. El volumen final por pozo fue de 500 ul por pozo. La solucién del
complejo de cada ARN la solucién de lipofectamina™ 2000 se preparo al mezclar
la solucion de ARN acuoso a 25 pl por pozo y una solucién de lipofectamina™
2000 (2 pi) y OptiMem a 25 pl por pozo, he incubando la mezcla a temperatura

ambiente durante 30 minutos. Después de la introduccion del ARN, las células

fueron incubadas a 37°C durante 48 horas en la presencia de CO; al 5%. Después

de la incubacién las células fueron lavadas con PBS (-) 3 veces y el ARN total en
las células se extrajo utilizando un kit RNeasy plus mini (Quiagen). Las reacciones
RT-PCR fueron posteriormente efectuadas para medir la cantidad de mARN en
VEGEF. El kit de RT-PCR Quiagen OneStep (Quiagen) se utilizo para la reaccion
de RT-PCR, y 5 -CCC TGA GAT CGA GTA CAT CTT-3' (SEQ ID NO: 14)y 5 —
ACC GCC TCG GCT TGT CAC-3' (SEQ ID NO: 15) se utilizaron como los
cebadores de PCT para el VEGF. Como un control, el GAPDH se midié con el
mismo procedimiento. 5 -GGAAAGCTGTGGCGTGATG-3’ (SEQ ID NO: 16) y 5'-
CTGTTGCTGTAGCCGTATTC-3' (SEQ ID NO: 17) se utilizaron como los
cebadores para GAPDH. Las reacciones RT-PCR se efectuaron como sigue. En la
reaccion RT (Transcripcidbn Reversa) se efectia a 50°C durante 30 minutos, la
feaccién PCR que involucro 25 a 28 ciclos repetidos (dependiendo de las células
utilizadas) de una reaccidn de separacion bicatenario a 92°C duranté 30
segundos, una reaccion de hibridacién a 55°C durante 30 segundos, y una
reaccion de elongacion a 68°C durante 45 segundos, se efectud. Lastimosamente,

se efectud la incubacion a 68°C durante 10 minutos, la temperatura disminuyo a
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4°C, y se completo la reacciéon. Los reactivos, ARN total, cebadores y los
similares utilizados en el RT-PCR se prepararon de acuerdo con las condiciones
de reaccion del kit RT-PCR Quiagen OneStep Qiagen (Qiagen). Después de las
reacciones RT-PCR, se agregaron 2 ul del tinte de carga y los productos RT-PCR
derivados de los mARN del VEGF y el GAPDH se confirmaron utilizando un gel de
agarosa al 2%. Los efectos inhibitorios sobre la expresién del gen se evaluaron al
medir el gen de expresidon VEGF en las células en las cuales se transfectaron los
ARN bicatenario (tanto los no modificados como modificados), asumiendo que el
nivel de expresiéon del gen VEGF en las células de control (células en las cuales
los ARN bicatenario no se transfectaron) fue del 100%. El error en los niveles de
expresion de las células estuvo correctamente basado en el nivel de expresién del

gen de control (GAPDH).

Las figuras 10-1 a 10-3 muestran los resultados de los efectos de
interferencia del ARN de los ARN bicatenario no modificados y los .ARN
bicatenario modificados con lipido cuando el gen VEGF fue el blanco y lé
concentracion de los ARN bicatenario fue de 200 nM. La grafica A de la figura 10-1
muestra los efectos inhibitorios de los ARN bicatenario no modificados y los ARN
bicatenario modificados con lipido sobre la expresion del gen VEGF en las células
Hela; grafica B la figura 10-2 muestra los resultados para las células A549; la
grafica C en la figura 10-2 muestra los resultados para las células SH10-TC; la
grafica D en la figura 10-3 muestré los resuitados para las células Jurkat; y la
grafica E en la figura 10-3 muestra los resultados para las células K-562. Estos
resultados revelaron que el Ds v27AC16/27B y Ds v27AC12/v27B, se obtuvo
cada uno al modificar el extremo 5 de la cadena codificante de los ARN de la
cadena doble con 27 base de largo (Ds v27A/N27B) con un lipido, asi como

también el si v21AC16/v21B y si v21AC12/v21B, obtenido cada uno al modificar el
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extremo 5’ de la cadena codificante del ARN con cadena doble de 21 bases de
largo (si v21A/v21B) con un lipido, poseia efectos inhibitorios muy altos sobre la
expresion del gen VEGF, comparado con los ARN bicatenario no modificados (si
v21AN21B y Ds v27AN27B). El Ds v27AC16/v27B modificado con acido palmitico,
en particular, demostr6 efectos inhibitorios marcad'amente mayores sobre la
expresion del gen par todas las células (las células Hela, las células A549, las
células SH10-TC, las células Jurkat, y las células K-549), comparado con los ARN
bicatenario no modificados (si v21AN21B y Ds v27AN27B). Esto c.onfirmo que los
efectos de interferencia del ARN se pueden mejorar dramaticamente al modificar
los ARN bicatenario con los lipidos tal como acido palmitico y similares. Los ARN
bicatenario no modificados y los ARN bicatenario modificados con lipido no tienen
una secuencia homologa al gen VEGF también fueron evaluados de manera
similar por sus efectos inhibitorios sobre la expresiéon del gen, pero ninguno de los
ARN bicatenario demostraron ningun efecto inhibitorio significativo sobre el gen
VEGF. Estos resultados revelaron que los ARN bicatenario apuntados al VEGF
utilizados aqui inhibieron la expresion del gen objeti\/o de una manera altamente
especifica de secuencia, y también sugirieron que los eféctos colaterales sobre las

células se pueden reducir al ligar un lipido a los ARN bicatenario.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra las estructuras de los ARN bicatenario no modificados y

modificados con lipido sintetizados en el ejemplo 1.

La figura 2 muestra los resultados del analisis HPLC realizados sobre los

ARN de cadena Unica modificados con lipido en el ejemplo 1.
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La figura 3 muestra las resistencias a las nucleasas de los ARN bicatenario

modificados con lipido del extremo 5’, que fueron medidos en el ejemplo 1.

La figura 4 muestra los resultados de la evaluacion del procesamiento
mediante Dicer de cada uno de los ARN bicatenario modificados con lipido en el

ejemplo 1.
La figura 5 muestra los resultados de evaluacién de la interferencia de los
ARN en los 27nt dsARN modificados con lipido a una concentracion de 0.2 nM en

el ejemplo 1.

En la figura 6 se muestran los resultados de la evaluacién de los efectos de

-interferencia de los ARN bicatenario modificados con lipido en el extremo 5’ (sin

utilizar un agente de transferencia de gen) en el ejemplo 1.

En la figura 7-1 se muestra los resultados de evaluacion de la toma celular
de los ARN bicatenario modificados con lipido en las células Hela y A549 en el
ejemplo 1; en donde “FL” denota imagenes tomadas con un microscopio de
fluorescencia; “Trans” denota imégénes tomadas con un microscopio de contraste
de fase en el mismo campo de la vision de aquel de las imagenes de FL; y
“Merge” denota imagenes en las cuales la imagen FL y la imagen Trans fueron

super impuestas.

La figura 7-2 muestra los resultados de evaluacién de la toma celular de los
ARN bicatenario modificados con lipido en las células SH10-TC y K-562 en el
ejemplo 1, en donde “FL” denota imagenes tomadas con un microscopio de

contraste de fase en el mismo campo de la visién de aquel de las imagenes de FL;
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y “Merge” denota imégenes en las cuales la imagen FL y la imagen Trans fueron

super impuestas.

La figura 7-3 muestra los resultados de evaluacién de la toma celular de los

ARN bicatenario modificados con lipido en las células Jurkat y Hela en el ejemplo

"1, en donde “FL” denota imagenes tomadas con un microscopio de fluorescencia;

“Trans” denota imagenes tomadas con un microscopio de contraste de fase en el
mismo campo de la vision de aquel de las imagenes de FL; y “Merge” denota

imagenes en las cuales la imagen FL y la imagen Trans fueron sUper impuestas.

La figura 8 muestra las estructuras de los ARN bicatenario no modificados y

modificados por lipido sintetizados en el ejemplo 2.

La figura 9 muestra los resultados de evaluacién -del procesamiento

mediante Dicer de cada uno de los ARN bicatenario modificados con lipido en el -

ejemplo 2.

La figura 10-1 muestra los resultados de evaluacién de los efectos de
interferencia de los ARN bicatenario modificados con lipido sobre el gen VEGF en

las células Helas en el ejemplo 2.

La figura 10-2 muestra los resultados de evaluacién de los efectos de interferencia
de los ARN bicatenario modificados con lipido sobre el gen VEGF en A549 y las

células SH10-TC en el ejemplb 2.



52

La figura 10-3 muestra los resultados de evaluacion de los efectos de interferencia
de los ARN bicatenario modificados con lipido sobre el gen VEGF en las células

Jurkat y K-567 en el ejemplo 2.
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REIVINDICACIONES

Un ARN bicatenario modificado con lipido que comprende una cadena

codificante que tiene una secuencia de nucle6tidos complementaria a la

secuencia blanco en un gen objetivo, y una cadena anticodificante que tiene
una secuencia de nucledtido complementaria a la cadena codificante, y el
ARN bicatenario es capaz de inhibir la expresién del gen obijetivo, y la
cadena codificante que tiene un lipido ligado a por lo menos uno del
primero al sexto nucleétido del extremo 5’ directamente o por via de un

ligador.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con la reivindicacion
1 que tiene un extremo truncado sobre el lado del extremo 5’ de la cadena
codificante, y tiene un extremo truncado o tiene un extremo en suspensién

sobre el lado del extremo 3’ de la cadena codificante.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con la reivindicacién
1 que tiene extremos en suspension sobre los [ados extremos 5’ y 3’ de la

cadena codificante.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la cadena codificante consiste de 21

a 27 nucledtidos.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con la reivindicacion

2 que tiene extremos truncados tanto sobre los lados de los extremos 5’
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como 3’ de la cadena codificante, y en la cual cada una de las cadenas

codificantes y anticodificantes consiste de 27 nucleétidos.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con la reivindicacién
2 que tiene extremos truncados sobre ambos lados de los extremos 5’
como 3’ de la cadena codificante, y en la cual cada una de las cadenas

codificantes y anticodificantes consiste de 23 nucleétidos.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con la reivindicacién
2 que tiene extremos truncados en el lado 5 codificante, y la cadena
codificante consiste de 25 nucleétidos y la cadena anticodificante consiste

de 23 nucledtidos.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con la reivindicacién
3 en donde cada una de las cadenas codificantes y anticodificantes

consiste de 21 nucledtidos.
Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8 en donde el lipido es un acido graso que tiene

de 6 a 50 atomos de carbono.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo con una cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 9 en donde el lipido es acido laurico, es acido

estearico, acido miristico, o acido palmitico.

Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo Con una cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 10 en donde el lipido esta ligado a por lo menos
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uno del primero al sexto nucledtidos desde el extremo 5 de la cadena
codificante por via de un ligador, siendo el ligador representado por la

formula estructural.

-NH-(CH>) n- ' (L-4)

en donde nl es un entero de 1 a 40.

Una composicion farmacéutica que comprende el ARN bicatenario
modificado con lipido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y una

base farmacéuticamente aceptable.

Uso del ARN bicatenario modificado con lipido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 para la produccion de una composicién

farmacéutica con el fin de inhibir la expresion de un gen objetivo.

Un método para inhibir la expresién de un gen objetivo que comprende
introducir un ARN bicatenario modificado con lipido de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 10 en las células para inhibir la expresién del gen

objetivo.
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ARN BICATENARIO CON LiPIDO MODIFICADO QUE TIENE UN POTENTE

EFECTO DE INTERFERENCIA DEL ARN

Resumen

Un objeto de la presente invencién es suministrar un ARN novedoso bicatenario
que tiene alta resistencia a la nucleasa y alta eficiencia de tomas celular, y que es

capaz de producir un excelente efecto en la interferencia del ARN. La presente

~invencion suministra un ARN bicatenario con lipido modificado que comprende

una cadena codificante que tiene una secuencia de nucleétido complementaria a
la secuencia objetivo, y una cadena contrasentido due tiene una secuencia de
nucledtido complementaria a la cadena codificante, el ARN bicatenario es capaz
de inhibir la expresién del gen objetivo, la cadena codificante tiene un lipido ligado
a al menos uno de los primeros seis nucleétidos desde el lado del extremo 5’

directamente o por via de un ligador.
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Fig. 7-1
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Fig. 7-2
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Fig. 10-2
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Fig. 10-3

VEGF / GADPDH (% de expresién genérica)

Incubado durante 48h
[ARN] = 200nM

E: K-562

i20 ¢

4

VEGF / GADPDH (% de expresién genérica)

&l v21AA218 Ds vITA/VETE Ds v27A016A278

LF2000

Incubado durante 48h
[ARN] = 200nM



1/4
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA Y CIENCIAS INDUSTRIALES AVANZADAS

<110> OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., L TD.

<110> HAYASHI KASEI CO., L TD.

<120> ARN BICATENARIO CON LIPIDO MODIFICADO QUE TIENE UN POTENTE EFECTO DE
INTERFERENCIA DEL ARN

<130> PO8-117

<1500 JP 2007-276986
<151> 2007-10-24

<160> 17
<170> Patentln version 3.1

210> 1

211> 27
<212> ARM
<218> Artificiel

<220>
223> Sequence of 2Tnt 27A1

<400> 1
CUESCOULUC BCUACUCCUA CEARGA 27

<210> 2
Q1> 25
<212> ARN
213> Artificial

220>
<€423> Secuencia de 25nt 25A1

<4005 2
CUESCCULUG acuasucela egage 25

<210> 3
<211> 23
{212> ARN
<213> Artificial

£2920>
<223> Secuencia de 23nt Z3A1

<400> 8
- CURRGOUUUS A0UACUCSUS CER 23

<210> 4
<&t 2
<212> ARN
<213> Artificial

<2205 -
<223> Secuencia de 21nt Z1Ad

400> 4



2/4

cuggceuuuc acuaciiceus ¢

<210> 6

<115 21
<212> ARN
<213> Artificlal

<220> , o
€223> Secuencia de 21nt 21A2

<400> 5
ZECCUULICEC UacUCCUace a

<210> 8
<211> 27
212> ARN
<213> Artificial

220>
223> Secuenciade 27nt 278

<400> 6
gugcucguay gaguagugan agEccag

£210> 7
211> 25
<212> ARN
£213> Artificial

<2205 .
<223> Secuencia de 25nt 27B

<400> 7
goucguagga gUAgUEaAag ECoaE

<210> 8
<211> 23
<212> ARH
213> Artificial

220>
£223> Secuencia de 23nt 278

<400> 8
UGEUAEESEY AagugaasgEc cag

210> ¢
211> 21
{212> ARN.
<213> Artificial

<220 7 )
<223> Seguence of 21nt 278

£400> 9
guagsaguag ugaaageoca g

21

21

27

25

23



<2103 10
<211y 27
212> ARN
213> Artificial

L2205
€223> Secuenciadev2iA

<400> 10

sUlGEUaGaR cacaacaantl gUEBaUR

210> 11
211> 27
212> ARN
£213> Artificial

2200
<223> Secuencia dev2?B

<400> 11
Easgrauguc FUBLLIELLLE cacuuac

210> 12
211> 21
<212> ARN
213> Artificlal

<220>
223> Secuencia devZiA

<400> 12
UCGUECAETA CRACRAAUEY &

<210> 13
211> 21
212> ARN
213> Artificlal

{2200
<223> Secuenciadev?iB

<400> 13
gaaggaUgUC gUEUUSULUR G

{210> 14
211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

229>
£223> cebador PCR-1 para VEGF

<400> 14
occtzatgag atcgag_t&c.a tott

210> 15
211> 18
<212> ABDH

3/4

27

27

21

21

24



4/4
<213> Artificiel

<2205
£223> cebador PCR-2 para VEGF

<400> 15
accgostogy cttetoac

<210 16
211> 19
212> ADN
<213> Artificial

<2207
%93> cebador PCR-1 para GAPDH

<400> 16
geasagetgt geoptgaty

210> 17
<o11> 20
<212> ADN
<218> Artificial

<220

{223> cebador PCR-Z para GAPDH
<4003 17

ctgttgetat agooptatte

18

19

20

120



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application No

PCT/JP2008/069829

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV.

A61K47/48

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

A61K

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Efectronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, BEILSTEIN Data, BIOSIS, CHEM ABS Data, EMBASE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

WO 2007/022470 A2 (ALNYLAM PHARMACEUTICALS
INC [US]; UNIV MASSACHUSETTS [USI;
MANOHARAN M) 22 February 2007 (2007-02-22)
paragraph [0152] - paragraph [0166]
paragraph [0310] - paragraph [0311]

1-14

X WO 2004/065601 A2 (RIBOPHARMA AG
PHILIPP HADWIGER [DE]; MATTHIAS
LORENZ) 5 August 2004 (2004-08-0
page 4, line 1 - page 6, line 15
page 14, line 27 - page 15, line
page 16, line 16 - line 29

[DE]; 1-14
JOHN [DE];
5)

40

-/—

Further documents are listed in the continuation of Box C.

E‘ See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance ,

"E" earlier document but published on or after the intemational

- filing date

"L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

“T" later document published after the intemational filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered nove! or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu—
me;‘\ts, such combination being obvious to a person skilled
in the ant.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

25 November 2009

Date of mailing of the intemational search repornt

18/12/2009

Name and mailing address of the 1SA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL ~ 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Kukolka, Florian

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

|2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/JP2008/069829

| C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

enhanced stability to nuclease degradation
and gene silencing effect"

BIOCHEMICAL.AND .BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC.
ORLANDO, fFL, US,

vol. 365, no. 1,

4 January 2008 (2008-01-04), pages 54-61,
XP022680920

ISSN: 0006-291X [retrieved on 2007-10-29]
the whole document

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of l;_xe_ relevant passages Relevant to claim No.
X WOLFRUM CHRISTIAN ET AL: "Mechanisms and 1-14
optimization of in vivo delivery of
lipophilic siRNAs"
NATURE BIOTECHNOLOGY, NATURE PUBLISHING
GROUP, NEW YORK, NY, US,
vol. 25, no. 10,
1 October 2007 (2007-10-01), pages
1149-1157, XP002493037
ISSN: 1087-0156 {retrieved on 2007-09-16]
the whole document
X DE PAULA DANIEL ET AL: "Hydrophobization 1-14
and bioconjugation for enhanced siRNA
delivery and targeting"
RNA, COLD SPRING HARBOR LABORATORY PRESS,
WOODBURY, NY, US,
vol. 13, no. 4, 1 April 2007 (2007-04-01),
pages 431-456, XP002519468
ISSN: 1355-8382
the whole document
X KUBO TAKANORI ET AL: “"Modified 27-nt 1-8,
dsRNAs with dramatically enhanced 11-14
stability in serum and long-term RNAi
activity"
OLIGONUCLEOTIDES, MARY ANN LIEBERT, NEW
YORK, NY, US,
vol. 17, no. 4,
25 September 2007 (2007-09-25), pages
445-464, XP002537984
Internet
ISSN: 1545-4576
the whole document
X,P KUBO T ET AL: "Chemically modified 1-5,8,
symmetric and asymmetric duplex RNAs: An 11-14

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005}

/92



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

)23

International application No

PCT/JP2008/069829
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date
WO 2007022470 A2 22-02-2007 AU 2006279280 Al 22-02-2007
CA 2619534 Al 22-02-2007
EP 1937066 A2 02-07-2008
JP 2009504782 T 05-02-2009
Us 2007161591 Al 12-07-2007
uS 2007105803 Al 10-05-2007
WO 2007022506 A2 22-02-2007
WO 2004065601 A2 05-08-2004 AT 367441 T 15-08-2007
AU 2004206255 Al 05-08-2004
AU 2008203538 Al 28-08-2008
CA 2513809 Al 05-08-2004
DE 10302421 Al 29-07-2004
. DE 602004007620 T2 10-04-2008
DK 1587926 T3 19-11-2007
EP 1587926 A2 26-10-2005
ES 2289474 T3 01-02-2008
PT © 1587926 E 26-10-2007
US 2006178324 Al 10-08-2006

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

Industria y Comercio

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N° de solicitud: {51} Int CI: A61K 047/048

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad  (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

2007-276985 24/10/2007

JP

(71)Solicitante(s) ~ NATIONAL INSTITUTE OF ADVANCED

INDUSTRIAL SCIENCE AND TECHNOLOGY
Y OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.

(72) Inventor(es) =~ TAKANORI KUBO

Y OTROS

{74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  24/05/2010

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 24/10/2008
No. de solicitud PCT/JP2008/069829

(87)  Publicacién internacional

Fecha: 30/04/2009
N° publicacion: WO 2009/054551 A3

)

(54) Titulo:  ARN BICATENARIO CON LIiPIDO MODIFICADO QUE TIENE UN POTENTE EFECTO DE INTERFERENCIA DEL ARN

Reivindicacion(es):

1. Un ARN bicatenario modificade con lipido que
comprende una cadena codificante que tiene una secuencia
de nucledtidos complementaria a la secuencia blanco en un
gen objetivo, y una cadena anticodificante que tiene una
secuencia de nucledtido complementaria a la cadena
codificante, y el ARN bicatenario es capaz de inhibir la
expresion del gen objetivo, y la cadena codificante que tiene
un lipido ligado a por lo menos uno del primero al sexto
nucledtido del extremo &' directamente o por via de un ligador.

2. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con la reivindicacién 1 que tiene un extremo truncado sobre el

lado del extremo 5 de la cadena codificante, y tiene un

extremo truncado o tiene un extremo en suspension sobre el
lado del extremo 3’ de la cadena codificante.

3. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con la reivindicacion 1 que tiene extremos en suspension
sobre los lados extremos 5’ y 3' de la cadena codificante.

4. Un ARN bicatenario-modificado con lipido de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde Ia
cadena codificante consiste de 21 a 27 nucledtidos.

5. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con la reivindicacidn 2 que tiene extremos truncados tanto
sobre los lados de los extremos 5' como 3' de la cadena
codificante, y en la cual cada una de las cadenas codificantes
y anticodificantes consiste de 27 nucleétidos.

6. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con la reivindicacién 2 que tiene extremos truncados sobre
ambos lados de los extremos 5 como 3’ de la cadena
codificante, y en la cual cada una de las cadenas codificantes
y anticodificantes consiste de 23 nucleétidos.

7. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo

con la reivindicacion 2 que tiene extremos truncados en el lado

9 codificante, y la cadena codificante consiste de 25
nucledtidos y 1a cadena anticodificante consiste de 23
nucledtidos.

8. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con la reivindicacion 3 en donde cada una de las cadenas
codificantes y anticodificantes consiste de 21 nucleétidos.

9. Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en donde el
lipido es un &cido graso que tiene de 6 a 50 atomos de
carbono. :

10.  Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en donde el
lipido es &cido laurico, es acido estearico, acido miristico, o
écido palmitico.

11.  Un ARN bicatenario modificado con lipido de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en donde el
lipido esta ligado a por lo menos uno del primero al sexto
nucledtidos desde el extremo &' de la cadena codificante por
via de un ligador, siendo el ligador representado por la formula
estructural.

NH-(CH2) n- (L-4)
en donde nl es un entero de 1 a 40.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR

-048045- -00000-0000

Industria y Comercio Fecha: 2010-04-23 16:10:
3. . - : - 10127 Dep. 20
EUPERINTENDENGTA Tra. 11 PATENTEIYII Eve. 378 %%g'ERN%%@ESR —_—
Act. 411 PRESENTACION Folios: 128

PATENTE DE INVENCION D MODELO DE UTILIDAD D "~ Art 33 Decision 486/00

Indicacion que se solicita una patente.
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

00

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D ' Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT @QAODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

’) Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) '

Dibujos de ser estos pertinentes

l Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa \l:ﬁ Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL D (Art. 119 Decision 486/00)
|_] Indicacion que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
D disefio
I:l Comprobénte de pago de las tasas establecidas
Completa D Incompleta r__] | ‘

@ ESQUEMA DE TRAZADO [] (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién grafica de un esquema de trazado

HENRERN

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PIN2-FOR (20NA-11-1R)
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.,::?ﬁ\ Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogota D.C.,
2020
Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
‘Apoderado(a) y/o Representante de
OTSUKA PHARMACEUTICAL COLTD

REFERENCIA Radicacion No. 10 048045
Solicitud internacional PCT/JP2008/069829
Fecha inicio fase nacional 24/05/2010

Tramite 1
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. ,E, OL_LQ,:‘B

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38. de la Decisiéon 486 de la

Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperaciéon en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Codigo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisién 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de confc}rmidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X.de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de:lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En casd de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelaciém. ‘

Continua en la pagina siguiente...

Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra & continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 dg92001.

'ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
C

Directora de Nuevag/Creaciones (c) '0 4 Jllﬂ Zam.

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpaii
Al contestar favor indique el numero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co



